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1. OBJETIVOS
En España, se cultivan extensivamente varias especies de
eucaliptos, principalmente E. globulus Labilí. y E. cama Idulensis
Dehnh., como materia prima de las fábricas de pasta de celulosa
y papel. Además, existen arboretos, diseminados por toda la
geografía española, donde se cultivan de forma experimental
numerosas especies de este género.
En los estudios realizados, en el INIA, sobre el
comportamiento de distintas especies de eucaliptos, de varias
procedencias, en el proceso de obtención de pasta de celulosa
<BUSTAMANTE EZPELETA y SANTOS VIQUEIRA, 1963), se ha establecido
que la madera de E. globulus es la que mejores propiedades
presenta, mientras que E. cama.Zdulensis muestra calidad
intermedia y E. rudis Endí. calidad baja.
Se ha comprobado que existen diferencias no sólo entre
árboles de distinta especie, sino también, frecuentemente, entre
los de una misma especie, cultivados en distintas localidades, y
hasta entre los de una misma población. Estas diferencias de
comportamiento podrían explicarse sí existieran distintas “razas”
químicas <quimiotipos) en la especie en cuestión, denominadas
inicialmente “variedades fisiológicas’, de origen genético.
Se considera que los polifenoles, como los aceites
esenciales contenidos en las hojas, son buenos caracteres
quimiotaxonómicos. HILLIS e 1501 <1965) establecieron en E.
sideroxylon dos quimiovariedades <una flavónica y otra
estilbénica), basándose en la distinta composición en los
polifenoles de las hojas de varios individuos de esta especie.
ABD-ALLA et al. (1960) dedujeron la existencia de dos “razas”
químicas en E. camaldulensís, basándose asimismo en el contenido
de glicósidos flavónicos en sus hojas. También se ha observado
una correlación entre la distribución de antocianinas en las
hojas y la corteza de varias especies del género Eucalyptus y su
clasificación taxonómica (SHARMA y CROWDEN, 1974).
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Por otra parte, es conocida la acción inhibidora de algunos
polifenoles, presentes en la madera de algunas especies de Pinus,
sobre el proceso de obtención de pasta de papel <HILLIS, 1962).
Entre ellos, están dos flavonoides <catequina y taxifolina).
Parece que su acción es muy diferente. La catequina (flavanol)
inhibe la deslignificación de la madera, mediante la formación de
productos de condensación lignina—fenol. La taxifolina
(dihidroflavonol> reduce el bisulfito, presente en la lejía de
cocción, utilizada para la deslignificación de la madera. No
hemos encontrado referencias al comportamiento de otros grupos de
flavonoides que podrían estar presentes también en la madera de
distintos eucaliptos.
Se sospecha asimismo que ciertos ácidos fenólicos, como los
ácidos gálico y elágico y derivados de estos, pueden ser
causantes de fenómenos de corrosión y otros problemas que se
presentan en los procesos de fabricación de pasta de eucalipto
(STEWART, 1969). Por ejemplo, el aumento de viscosidad durante la
concentración de las lejías residuales, como consecuencia del
cual se forma un producto granulado que origina incrustaciones en
las tuberías (McLEAN y GARDNER, 1953). Estas sustancias también
parecen estar relacionadas con los depósitos de color verde que
se originan en los cambiadores de calor de los hervidores y en
las holandesas de blanqueo.
Otros componentes polifenólicos, como los taninos, por su
tendencia a reaccionar con sales metálicas formando complejos
coloreados, pueden ocasionar algunos otros problemas que tienen
mayor importancia en la pasta mécanica (BUSTAMANTE EZPELETA y
SANTOS VIQUEIRA, 1983).
Se atribuye a los polifenoles una importante acción
fungicida, bactericida e insecticida, así como diversas
aplicaciones farmacológicas. Por estas propiedades, las ramillas
y cortezas de los eucaliptos <productos de desecho de la
industria papelera) podrían ser aprovechadas para la obtención de
plaguicidas naturales, no tóxicos para el hombre, o de productos
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de interés farmacológico.
Partiendo de estas premisas, se han establecido los
siguientes objetivos para el trabajo de Tesis propuesto:
1. Puesta a punto de métodos de extracción, que combinen la
preservación de la estructura de los componentes
polifenólicos con un buen rendimiento extractivo, así como
de las técnicas analíticas más apropiadas para la
identificación y valoración de estos compuestos.
2. Estudio comparativo de la composición polifenólica de la
madera, corteza y hojas de tres especies de Eucalyptus: E.
camaldulensis, E. globulus y E. rudis, centrado en el
análisis de flavonoides y compuestos fenólicos de bajo peso
molecular (ácidos y aldehídos fenólicos, fundamentalmente).
No tenemos conocimiento de que se haya realizado una
investigación conjunta de estos compuestos en estas tres
partes de la planta. El conocimiento de la dotación
polifenólica individualizada de cada una de estas partes del
árbol permitirá conocer la viabilidad o no del
aprovechamiento de los residuos forestales e industriales de
los eucaliptos estudiados — ramillas y cortezas,
fundamentalmente — para la obtención de materias primas para
las industrias farmacéutica y química.
3. Contribución al establecimiento de perfiles de
composición polifenólica que permitan la diferenciación de
especies, o incluso de táxones subespecíficos (quimiotipos).
Se pretende correlacionar el efecto discriminante de este
tipo de compuestos con el de los terpenos de las hojas,
ampliamente utilizados como marcadores taxonómicos.
4. Determinar si existe relación entre la composición
polifenólica de la madera y su aptitud para la producción de
pasta de papel.
4
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II. INTRODUCCION
1. CLASIFICACION BOTANICA Y MORFOLOGíA DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS
1. 1. CLASIFICACION BOTANICA
El género Eucalyptus L’ Her. pertenece a la familia de las
!‘fyrtaceae <dentro del Orden Hyrtales). Esta familia contiene,
aproximadamente, 100 géneros y alrededor de 3000 especies. Su
porte comprende desde matas y pequeños arbustos hasta enormes
árboles de Eucalyptus (HEYWOOD, 1985).
La familia Myrtaceae habita, principalmente, en las áreas
tropical y subtropical, con centros de dispersión en América y
este y suroeste de Australia.
Está dividida en dos subfamilias: Myrtoideae y
Leptospermoideae (PENFOLD y WILLIS, 1961). De ellas, la
subfamilia Leptospermoideae comprende dos tribus: Leptospermeae
y Chamaelaucieae. A su vez, se reconocen seis subtribus dentro de
las Leptosperrneae: Backhousíínae, Metrosiderinae, Eucalyptinae,
Leptosperminae, Calothantninae y Baeckeinae.
La subtribu Eucalyptinae abarca sólo dos géneros: Angophora
y Eucalyptus.
Las clasificaciones más extendidas, dentro del género
Eucalyptus, se han desarrollado en función de la forma de sus
anteras, dado que los demás caracteres morfológicos varian tan
ampliamente que no seria posible encontrar un sistema
satisfactorio de agrupamiento.
Estas clasificaciones establecen seis secciones principales
con diversas subsecciones:
A. Renantherae
a. Alpinae
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b. Erachyandrae
B. Renan theroideae
C. Porantheroideae
D. Terminales
E. Pía thyantherae
a. Graciles
b. Pyriformes
F. !4acrantherae
a. Tereticornes
b. Langiores
O. Macrantherae (Normales)
De las especies, objeto de este estudio, E. camaldulensis y
E. rudis se encuentran, dentro de la sección Macrantherae, en la
subsección Tereticornes y en la serie Exsertae, una de las tres
series que componen dicha subsección. El E. globulus se
encuentra, dentro de la sección Macrantherae (Normales), en la
serie Globulares, una de las seis series que constituyen esta
sección.
1. 2. MORFOLOGfA
La familia de las Myrtaceae son plantas leñosas, desde
arbustos a grandes árboles. Sus hojas son simples, generalmente
opuestas <alguna vez alternas), coriáceas, persistentes y
enteras, sin estípulas y con punteaduras diáfanas, debidas a
glándulas subepidénnicas (que también se encuentran sobre los
tallos jóvenes, piezas florales y frutos), que segregan aceites
esenciales (HEYWOOD, 1985).
Sus flores son regulares, bisexuales, en inflorescencias, la
mayoría de las veces cimosas y pocas veces racemosas, raramente
solitarias; habitualmente, presentan 4 ó 5 sépalos, casi siempre
libres (algunas veces más o menos soldados, formando una caperuza
que se desprende al abrirse la flor), suelen ser muy reducidos o
virtualmente, ausentes; tienen 4 ó 5 pétalos libres, pequeños y
redondos; los estambres son numerosos <rara vez pocos),
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ocasionalmente, en manojos opuestos a los pétalos, libres, con
anteras versátiles; ovario, comúnmente, infero, con numerosas
cavidades <a menudo 2—5), cada una con dos o múltiples óvulos
sobre placentas axilares (raramente parietales); estilo largo y
simple, con estigma capitado (HEYWOOD, 1985; POLUNIN, 1977).
El fruto es, generalmente, una baya carnosa, una cápsula o
una nuez; las semillas con poco o nada de endospermo.
En cuanto al género Eucalyptus, los especímenes se
caracterizan por presentar una tremenda variabilidad en tamaño,
desde pequeños arbustos, llamados “mallees” o “marlocks”, hasta
grandes árboles <PENFOLD y WILLIS, 1961).
MADERA Y CORTEZA
Los componentes de la madera se originan a partir de una
capa de células, llamada cambium, que se extiende desde las ramas
hasta las raíces. El cambium posee la capacidad de división
celular, y es capaz de producir nuevas células continuamente;
aquellas que se originan hacia dentro del tronco, forman la
madera o xilema, y las que se originan hacia fuera, forman la
corteza interna o floema. El xilema se encarga de la conducción
de agua desde las raíces hasta las hojas, y el floema, de la
conducción de los componentes orgánicos, sintetizados en las
hojas, hasta el resto de la planta. Dispuestos de forma radial,
existen grupos de células conocidas con el nombre de haces
medulares, que sirven para conectar horizontalmente las
diferentes capas de la madera con el floema.
La madera de Eucalyptus se clasifica dentro del grupo de las
maderas de frondosas, que se diferencia de las maderas de
coníferas por la presencia de unos vasos o poros, semejantes a
las traqueidas de estas, pero que, en el caso de las frondosas,
están formados por una serie de células de paredes finas, en las
que la pared terminal se ha roto dando lugar a un tubo más o
menos continuo. -
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La madera puede considerarse dividida en:
— Albura: la parte externa de color más claro.
Fisiológicamente es la parte viva de la madera.
— Corazón o duramen: parte interna, más oscura.
Basándose en la anatomía de la madera, se han reconocido dos
grupos de Eucalyptus (INGLE y DADSWELL, 1953). El grupo A incluye
la mayoría de los eucaliptos, mientras el grupo B incluye las
series Corymbosae-.Peltatae y Corynibosae. Esta clasificación se
basa en la distribución del parénquima <tejido fundamental) y el
agrupamiento de los vasos.
En cuanto a la composición de la madera, junto a los dos
componentes químicos principales, lignina y celulosa, existe una
gran variedad de componentes minoritarios como azúcares, almidón,
resinas, ceras, polifenoles, aceites esenciales, minerales y
“kinos” (materiales resinosos que contienen taninos).
Existe una gran variedad de tipos de corteza dentro del
género Eucalyptus, pero la mayor parte de estos se pueden
clasificar en seis grupos principales:
— Teseladas (“Hloodwoods”)
— Lisas (“Gums”)
— Fibrosas <“Boxes”)
— De fibra corta y estrecha <“Peppermints”)
— De fibra larga (“Stringbarks”)
— Oscuras, con grandes fisuras <“Ironbarks”).
HOJAS
Las hojas de los eucaliptos muestran dos características
importantes. En primer lugar, cada árbol desarrolla diferentes
tipos de hojas en las distintas etapas de su ciclo vital. Y, en
segundo lugar, la copa de hojas de los eucaliptos se origina con
una inusual rapidez. Esto es debido a la presencia de brotes
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desnudos que capacitan al árbol para desarrollar una gran
cantidad de ramas en pocas semanas. Incluso si la copa se ha
destruido parcial o totalmente, el sistema de reserva de brotes
permite la elaboración de follaje en un corto periodo de tiempo.
Los tipos de hojas, correspondientes a las distintas etapas
de evolución del árbol, son, en orden a su desarrollo:
1) Cotiledones
2) Hojas juveniles
3) Hojas intermedias
4) Hojas adultas
En la germinación, las semillas de los eucaliptos
desarrollan dos cotiledones que son característicos de las series
a las que pertenecen las especies, y que pueden servir como
marcadores de diagnóstico.
Las hojas juveniles son opuestas, ligeramente pecioladas, a
menudo glaucas; muchas veces, se forman en los árboles adultos en
respuesta a una lesión. El paso de juveniles a adultas no suele
ser brusco, sino que tiene lugar en unas series de hojas que
muestran una transición gradual de forma; se les llama hojas
intermedias.
Las hojas adultas suelen ser alternas, pecioladas,
resistentes, rígidas, con una vena intermarginal ancha.
FLORES Y FRUTOS
Las flores son solitarias o agrupadas en umbelas, con
pétalos y sépalos soldados, formando un casquete u opérculo sobre
el botón, que se desprende cuando la flor se abre. Presentan
numerosos estambres. El ovario tiene 2—8 lóculos, y el estilo es
alargado.
El fruto se presenta en cápsula, enmarcada por valvas que se
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describen como abiertas cuando se proyectan hacia el borde de la
cápsula, o cerradas cuando se dirigen hacia el centro.
Las características de las especies, objeto de nuestro
estudio, son:
E. camaldulensis Dehnh.
En la figura 1.1 se representan los caracteres morfológicos
y la distribución, en España, de esta especie (DE LA LAMA
GUTIERREZ, 1976).
Puede alcanzar una altura de 40 m, con un tronco corto,
macizo y copa extendida. Alcanza su mejor desarrollo en suelos
profundos, fangosos con subsuelo arcilloso.
— Corteza. Lisa, moteada con manchas amarillas y grises. Se
descorteza en tiras o placas.
— Hojas juveniles. Opuestas, 6—9 x 2,5—4 cm, lanceoladas anchas
a ovadas, glaucas, pecioladas, sesiles, abrazadoras.
— Hojas adultas. Alternas, 12—22 x 0,8—1,5 cm, lanceoladas
estrechas a lanceoladas, acuminadas.
— Inflorescencias. En umbelas de 5—10 flores en un pedúnculo de
6—15 mxii. Brotes de 6—10 x 4-5 mm, en largos pedicelos. Opérculo
rostrado o cónico.
— Frutos. Pedicelados, de 7—8 x 5—6 mm, hemisféricos, con valvas
abiertas.
Es una especie de madera, relativamente comercial, que
produce un excelente carbón, y está incluida en el grupo 32 de la
clasificación de BUSTAMANTE EZPELETA y SANTOS VIQUEIRA (1983).
Crece rápidamente, y se regenera bien. Es muy ornamental, sobre
todo, la variedad “péndula”. Tiene gran interés apicola, por la
11
En masas arbóreas
En arborcios
En ambas formas
Ifl
Figura 1.1.: Caracteres morfológicos y distribución en España de
Eucalyptus camaldulensis Dehnh. <tomado de DE LA LAMA GUTIERREZ,
1976)
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floración casi permanente y la buena miel que produce.
E. globulus Labilí.
En la figura 1.2, se representan los caracteres morfológicos
y la distribución de esta especie en España <PENFOLD y WILLIS,
1961; DE LA LAMA GUTIERREZ, 1976).
Se trata de Arboles que pueden alcanzar una altura de 55 m
en Australia, mientras, en España, sobrepasa frecuentemente los
60 m, conociéndose ejemplares hasta de 67 m.
— Corteza. La corteza de tronco es, primero, blanquecina,
plateada o azul—pruinosa, lisa; luego, grisácea, amarillenta y al
fin, parda grisácea. Cae anualmente en largas bandas coriáceas
abarquilladas que cuelgan, algún tiempo, de la parte alta del
tronco y, del arranque de las primeras ramas. En las patillas de
la cepa y base del tronco, es persistente, gris—oscura y, a
veces, se hiende en placas longitudinales (RUIZ DE LA TORRE,
1979)
— Hojas juveniles. Opuestas para un gran número de pares, de 7—16
x 4—9 cm, lanceoladas anchas a ovadas, cordiformes, glaucas y
concoloras~.
— Hojas adultas. Alternas, de 10—30 x 3—4 cm, falcadas, verdes
oscuras, concoloras, coriáceas, pecioladas.
— Inflorescencias. Axilares, solitarias, ocasionalmente en
umbelas de 3 flores, con pedúnculo corto o rudimentario. Brotes
de 30 x 20 mm, glaucos. Opérculo hemisférico.
— Frutos. De 10—15 x 15—30 mm, de forma globular a cónica ancha,
con 4 bordes principales; las valvas suelen estar cubiertas por
un disco.
La madera se usa comercialmente. Su celulosa es la mejor de
13
En masas arbóreas
En arboretos
En ambas formas
Figura 1,2: Caracteres morfológicos y distribución en España de
Eucalyptus gtZobulus tabill. (tomado de PENFOLD y WILLIS, 1961, y
DE LA LAMA GUTIERREZ, 1976).
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eucalipto en Europa <grupo l~ de la clasificación de BUSTAMANTE
EZPELETA y SANTOS VIQUEIEA, 1983). El blanqueo es fácil: requiere
bajo consumo de cloro. Da la mejor pasta noble (pasta química
para disolver) de todas las frondosas, junto con algunos
congéneres de maderas claras; mucho mejor que la del haya, que
fue la más utilizada antaño. En la obtención de pasta química
para papel, es más ventajosa que la de E. camaldulensis, por su
más fácil cocción, libertad de elección de proceso y por
suministrar una pasta homogénea y clara, de mejores
características químicas y mecánicas. E. globulus da mayor
porcentaje de corteza que E. camaldulensis, pero aquélla puede
ser incorporada, en ciertas condiciones, al proceso de obtención
de pasta, sin merma de las cualidades mecánicas de la misma, que
es superior a la de otras frondosas o paja, por ser la fibra más
larga, mayor su resistencia al desgarro y su blancura, etc. Al
bisulfito, se obtienen pastas para papeles buenos y al sulfato,
pastas para kraft, mezclándose siempre con pasta de coníferas. En
España, se obtiene pasta blanca para textil de buena calidad.
Sus hojas se destilan para la obtención de aceites
esenciales. Esta especie se utiliza también como árbol
ornamental, por los contrastes de color entre sus hojas primarias
y adultas.
E. rudis Endí.
La figura 1.3 muestra los caracteres morfológicos y la
distribución de esta especie en España (DE LA LEdA GUTIERREZ,
1976).
Árbol de altura aproximada a los 15 m, con tronco corto y
ramas extendidas.
— Corteza. Rugosa y persistente en el tronco y lisa en las ramas;
fácilmente descortezable en las ramas.
— Hojas juveniles. Opuestas para 4 o más pares, de 10 x 7,5 cm,
15
En masas arbóreas
~j En arboretos
En ambas [orinas
22
Figura 17.3: Caracteres morfológicos y distribución en España de
Eucalyptus rudis Endí. (tomado de DE LA LAMA CUTIERREZ, 1976).
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ovadas a orbiculares, ligeramente glaucas, con cortos peciolos.
— Holas adultas. Alternas, de 10—15 x 1—4 cm, lanceoladas
estrechas a anchas, falcadas, concoloras, pecioladas.
— Inflorescencias. Umbelas de 4—10 flores, con pedúnculo de 10—15
cm. Brotes de 9—12 x 5-9 mm, pedicelados. Opérculo cónico o
rostrado.
— Frutos. Pedicelados, de 5-9 x 10—12 mm, hemisféricos o
campanulados. 4 ó 5 valvas abiertas con disco ancho, plano o
convexo.
Su madera marrón—rojiza, correspondiente al grupo 42 de la
clasificación de BUSTAMANTE EZPELETA y SANTOS VIQUEIRA <1983), es
de peores características que la de E. camaldulensis.
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2. COMPUESTOS FENOLICOS
2.1. DISTRIBUCION DE LOS COMPUESTOS PENOLICOS EN LOS
VEGETALES
Los compuestos fenólicos, así como los alcaloides,
terpenoides y esteroides son los constituyentes más importantes
del metabolismo secundario de los seres vivos, estando los dos
primeros grupos de compuestos restringidos al reino vegetal.
Los compuestos fenólicos se encuentran difundidos en el
reino vegetal, pero la clase de compuestos presente varia
considerablemente con la especie considerada. Los compuestos
fenólicos no son comunes en las bacterias, hongos y algas, y son
pocas las clases de fenoles en ellos reconocidas. Los flavonoides
están casi completamente ausentes, aunque se ha detectado la
producción de un derivado de la gossipetina por Aspergillus
candidus (GOTTLIEB, 1975). Aunque los hongos y las algas, a
menudo, no son capaces por si mismos de sintetizar fenoles, en su
asociación simbiótica, los liquenes, producen diversas sustancias
fenólicas que pueden ser coloreadas. Las sustancias más
características de los líquenes son los dépsidos y depsidonas,
aunque pueden producir otras clases de fenoles más comunes, como
xantonas o antraquinonas (CULBERSON et al., 1977).
Los briofitos son productores regulares de polifenoles y, en
ellos, se ha detectado una amplia variedad de flavonoides
corrientes. No obstante, sólo aproximadamente un 50 % de las
especies analizadas, contienen flavonoides y, en el resto, están
ausentes o presentes en calidad de trazas (MARKHAM, 1988).
Es en las plantas vasculares en las que puede encontrarse
una variedad más completa de polifenoles. Todos los helechos,
gimnospermas y angiospermas contienen lignina en la pared
celular, y los precursores de las ligninas son, en origen, de
tipo fenilpropanoide. Los ácidos hidroxibenzoicos,
hidroxicinámicos y los flavonoides están muy extendidos, pero
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algunas clases de fenoles tienen una distribución más discreta.
Entre ellos, se pueden destacar los isoflavonoides (confinados a
las leguminosas), las antraquinonas <reconocidas en seis familias
aproximadamente) y las xantonas (principalmente, en Gentianaceae,
Guttifereae, Moracese y Polygalaceae) <JIARBORNE, 1989>.
2.2. ESTRUCTURA Y DESCRIPCION QUíMICA
Bajo e]. término de polifenoles o compuestos fenólicos se
engloba un gran número de sustancias sumamente heterogéneas,
caracterizadas por poseer en su estructura uno o varios anillos
aromáticos con uno o más grupos hidroxilo, como sustituyentes.
De acuerdo con la clasificación de HARBORNE y SIMMONDS
(1964), los compuestos fenólicos más abundantes en la naturaleza
son los de estructuras:
— C6 — Fenoles sencillos
— C6—C1 — Acidos, aldehídos benzoicos y alcoholes bencilicos
— C6-C2 - Acetofenonas y alcoholes fenilacéticos
— C6—C3 — Acidos cinámicos y compuestos relacionados:
cumarinas, isocumarinas y cromonas.
- C6-C3-C6 - Flavonoides
Y, como compuestos fenólicos minoritarios:
— C6, C10, C14 — Quinonas
— C6—C~—C6 — Benzofenonas, quinonas
- C6-C2-C6 - Estilbenos
— C18 — Betacianinas y betaxantinas
- QQ — Biflavonoides
Objeto de este estudio de Tesis son los ácidos, aldehídos y
alcoholes fenólicos de los tipos C6—C1 y C6-C3, así como los
compuestos C6—C3—C6, es decir, el amplio grupo de los flavonoides.
A continuación, se describen las estructuras químicas de
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cada uno de estos grupos.
2.2.1. Acidos y aldehídos benzoicos y alcoholes
bencilicos C6—C1
La estructura de los ácidos benzoicos más frecuentes (ácidos
p—hidroxibenzoico, protocatéquico, vainillico, gálico y
siringico) aparecen a continuación. A ellos se unen los ácidos
salicílico y gentisico, que presentan un OH en orto respecto a la
función ácida.
R OH
HO ~ COOH ~COOH
R
R=R’=H Acido p—hidroxibenzoico R=H Acido salicílico
R=OH R’=H Acido protocatéquico <ácido o-hidroxibenzoico)
R=OCH3 R’=H Acido vainíllico R=OH Acido gentisico
R=R’=OH Acido gálico
R=R’=OCH3 Acido siringico
Los ácidos p—hidroxibenzoico, vainillico y siringico son
constituyentes de la lignina, de la que se liberan por hidrólisis
alcalina. Se puede decir, en una primera aproximación, que
plantas que no contienen lignina, no contienen tampoco esos
ácidos (HARBORNE y SIMMONDS, 1964).
Los ácidos protocatéquico y gálico tienen origen y funciones
diferentes al resto de los ácidos benzoicos. El primero está
bastante extendido, y el segundo es menos abundante, pudiendo
aparecer como su dímero, el ácido elágico, que es la lactona del
ácido hexahidroxidifénico.
O
1,
HO O—C
HO ~ OH
C—O OHoO
Acido elágico
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Los ácidos gálico y elágico juegan un papel importante en la
estructura de ciertos taninos, de los que se liberan por
hidrólisis ácida.
Existe otra serie de ácidos, encontrados sólo ocasionalmente
en la naturaleza, entre los que se pueden destacar los ácidos
completamente metoxilados: ácido anisico (ácido p—metoxi—
benzoico), ácido verátrico (ácido 3,4-dimetoxibenzoico) y el
ácido eudésmico o trimetilgálico (ácido 3,4,5-trimetoxibenzoico).
Los aldehídos p—hidroxibenzoico, vainíllico <vainillina),
siringico o, al menos, los compuestos que liberan estos por
hidrólisis alcalina, han sido relacionados con la estructura de
la lignina en madera de coníferas (PEARL, 1958).
A
HO ~ 010
R
R=R=H Aldehído p-hidroxibenzoico
R=H R’=OCH3 Vainillina
R=R’=OCH3 Aldehído siringico
Los alcoholes derivados de los ácidos benzoicos son,
relativamente, poco frecuentes <alcoholes salicílico y
gentisico).
u
$7§CH\ ~, FIzO R=H Alcohol salicílicoR=OH Alcohol gentisico
2.2.2. Acidos cinámicos y compuestos asociados
Son cuatro los ácidos cinámicos bien conocidos y ampliamente
repartidos en los vegetales. Son los ácidos p—cumárico, caféico,
ferúlico y sinápico. Prácticamente todos los órganos vegetales
contienen al menos uno de estos ácidos (RIBEREAU-GAYON, 1968).
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Ji
HO ~ CHCH—COOH
A’
R=R’=H Acido p-cumárico
R=OH R’=H Acido catéico
R=OCH3 R’=H Acido ferúlico
R=R’=OCH3 Acido sinápico
El doble enlace determina la existencia de dos isómeros, cis
y trans. Los ácidos cinámicos naturales son trans, que es la
forma más estable, aunque pueden transformarse en la cis por
efecto de la luz o en solución.
00
4
Gis
97<14 COOH
tran5
Las combinaciones de los ácidos cinámicos, normalmente en
forma de éster, están muy extendidas en el reino vegetal. Se
conocen combinaciones con los ácidos quinico y tartárico, con
azúcares y antocianos acilados. El ácido clorogénico (éster del
ácido caféico con el ácido quinico) es la combinación más
conocida.
HO
HO ~ CHCH—CO
HO
HO
Acido clorogénico
Los ácidos o-hidroxicinámicos se ciclan con facilidad,
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originando las cumarinas, que, por lo tanto, también pertenecen
al grupo de las estructuras C6—C3, en las que la cadena C3 queda
como un heterociclo oxigenado. Ejemplo de cumarinas es la
umbeliferona.
o
HOqj
3o
Umbeliferona Isocumarina
Existen también estructuras como las isocumarinas, aunque
son muy poco frecuentes. Cumarinas e isocumarinas se diferencian
en las posiciones relativas de los grupos O y CO en el
heterociclo; ambas están emparentadas químicamente con las
cromonas.
2.2.3. Flavonoides
En las plantas, los aglicones flavonoidicos (es decir,
flavonoides que no llevan unido un azúcar) se presentan en una
amplia variedad de formas estructurales. Todos contienen un
núcleo básico de 15 átomos de carbono, dispuestos en una
configuración C
6—C3—C6, con dos anillos aromáticos enlazados por
una unidad de tres carbonos, que pueden o no, quedar cerrados
formando un tercer anillo. Por convenio, estos anillos se llaman
A, 2 y C, y a los átomos de carbono individuales se les asigna un
sistema de numeración que utiliza números para los anillos A y O,
y números “con prima” para el B. El sistema de numeración se
modifica para el caso de las chalconas, en las que la unidad
central de tres átomos de carbono no se cierra en un anillo.
o
a
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Según su estructura, los flavonoides se pueden clasificar
en:
1. MONOMERICOS
La estructura de los distintos tipos de flavonoides varia
según la naturaleza del heterociclo central oxigenado. Este
heterociclo deriva de las fórmulas de pirano, pirilium o pirona:
-O-.H~jH - HH~j%
+
—O-..
y-Pirona
Cromeno
PirlJi um
II
o
Cromona
I.A. Con estructura de 2—arilcromona o 2—arilcromano
7 —
c
2—fenilcromona 2—fenilcromano
Las estructuras de flavonoides, derivadas de la 2—
fenilcromona y del 2—fenilcromano, son:
Pirano
CH,
Cromano
—(Y
IIo
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— N~~JZjiiIJÑA
*~CH
IIO
— 0% ¾QQs¾ II
o
FLAVONA FLAVONOL
¾
C OHII
O
IIO
PLAVANONA
(Dihidroflavona)
FLAVANONOL
(Dihidroflavonol)
09¾ Cté~ON OH
FLAVAN-3-QL
(Catequina)
FLAVAN—3 , 4-DIOL
(Leucoantocianidina)
ANTOCIANIDINA
Las características estructurales de cada una de estas
familias, se basan en los distintos grados de oxidación del
heterociclo, siendo los flavanoles los de menor grado de
oxidación y los flavonoles, los de heterociclo más oxigenado.
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Entre las flavonas, los compuestos encontrados más
frecuentemente son apigenina y luteolina.
R
HO Úr
ti
‘..~ Ciicd
HO
R=R’=H Apigenina
R=OH R’=H Luteolina
No suelen encontrarse en la naturaleza ni la flavona
(estructura básica sin ningún tipo de sustituyentes), ni
derivados con el anillo B trihidroxilado (RIBEREAU-GAYON, 1968).
Los flavonoles se diferencian de las flavonas en la
existencia de un OH en C3. Este OH es el único que no es
fenólico. Los flavonoles más extendidos son quercetina,
kaempferol y miricetina. En estos compuestos, la metilación de
los grupos OH es poco frecuente. Entre los flavonoles metilados,
el más conocido es la isoramnetina.
Ji
CT~’cd ~os
R=R’=H Raempferol
R=OH, R’=H Quercetina
R=R’ =OH Miricetina
R=OCH3, R’=H Isoramnetina
Las flavanonas derivan de las flavonas, por desaparición del
doble enlace del heterociclo central. La naringenina y el
eriodictyol, emparentadas con apigenina y luteolina, son los más
frecuentes.
R=H Naringenina
R=OH Eriodictyol
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Estas estructuras se caracterizan por poseer un carbono
asimétrico (C2), lo que entraña la existencia de dos isómeros
ópticos para cada compuesto.
Entre las 3—hidroxiflavanonas, denominadas también
flavanonoles o 2,3—dihidroflavonoles, la más conocida es la
taxifolina (o dihidroquercetina), presente en la madera de
corazón de algunas especies.
H
II -~ R=OH Taxifolina
—. ~ctj
ir
O
Los flavan-3-oles se caracterizan por tener un hidroxilo en
C3 y el anillo central, totalmente saturado. No existen en la
naturaleza en forma heterosidica, al contrario que la mayoría de
los compuestos fenólicos. Dentro de esta familia, existen varias
sustancias con 1, 2 ó 3 grupos hidroxilo en el anillo lateral. A
toda la familia se la conoce con el nombre de catequinas, aunque
este término se refiere, más específicamente, a los compuestos
con dos OH en el anillo lateral. Las estructuras más frecuentes
son los estereoisómeros catequina y epicatequina, y galocatequina
y epigalocatequina, cada una de las cuales tiene dos carbonos
asimétricos y, por lo tanto, dos isómeros ópticos.
j-iO HO Oh
‘FI
a
HO 0% ..H
c¡ ¡
¾
CIR=<
Ho OH
R=H Catequina R=H Epicatequina
R=OH Galocatequina R=OH Epigalocatequina
A
1-40
C4\H
OH
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Desde 1920, el término de leucoantocianidina se utiliza para
designar los productos naturales que tienen la propiedad de
formar antocianidinas, por calentamiento en medio ácido. Se
conocen también como flavan—3,4—dioles.
Ji
R=R’ =H Leucoperlargonidina
R=OH, R’=H leucocianidina
R=R’ =OH leucodelfinidina
Posteriormente, FREUDENBERGyWEINCES <1962) designaron, con
el nombre de proantocianidinas, a aquellas sustancias
susceptibles de transformarse en antocianidinas, por
calentamiento en medio ácido, lo que equivaldría a las
leucoantocianidinas, tal y como se definieron anteriormente. Por
último, HASLAM (1982) definió las leucoantocianidinas como
monómeros de las proantocianidinas y las proantocianidinas
condensadas, como los oligómeros de los flavan—3—oles. Las
proantocianidinas condensadas constituyen el grupo de los taninos
condensados, y se llama taninos hidrolizables a los polimeros de
ésteres glucidicos de los ácidos gálico y elágico.
Las antocianidinas son ciertos pigmentos, rojos en medio
ácido, que viran al azul en medio alcalino y en ciertas
condiciones (formación de complejos con metales). Se encuentran
mayoritariamente en flores y frutos, y se caracterizan por tener
una estructura C6—C3—C6 en la que el anillo C está en forma de
pirilium. Se suelen presentar en la naturaleza como heterósidos,
que se denominan antocianinas. Las más frecuentes son cianidina,
delfinidina y malvidina.
R=OH, R’=H Cianidina
+ R=R’=OH Delfinidina
¾ R=R’ =OCH3 Malvidina
C1f~OH
HO
ji
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I.B. Con estructura de 3—arilcromona. las isoflavonas
oúrcN0
Las isoflavonas son isómeros de las flavonas, en las que el
anillo bencénico lateral está unido a C3, en lugar de a C2. Como
ejemplos:
2-10 0N#NCCH
III uy%dC Re R=R’=H Daidzeina
R=OH, R’=H Genisteina
I.C. Con dos ciclos hexaQonales
—-o
O
CHIALCONAS DIHIDROCHALCONAS
Las chalconas, dihidrochalconas y auronas son pigmentos cuya
estructura difiere de todas las familias anteriores, en que los
tres átomos de carbono que unen los dos ciclos bencénicos, en
lugar de formar un heterociclo oxigenado de seis unidades, forman
una cadena lineal, en los dos primeros casos o un heterociclo de
cinco unidades, en el otro. Existen pocos compuestos conocidos
dentro de estas familias; entre ellos, cabe destacar:
CHJi
¡ 2~~~
CH ~ OH
II II
,k,.k.~CH e 1
1~
R=H Buteina
R=OH Okanina
OH
50<’ 0 _ y
— \, 1
$¾ 7CCH ~
CO •, ~‘
Ji
RR’ =H Sulfuretina
R=OH, R’=H Aureisidina
II
o
AtJRONAS
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II. DIMERICOS. BIFLAVONOIDES
Son dímeros de flavonoide, aunque no se incluyen en este
grupo, las procianidinas, dímeros de catequina. Suele tratarse de
dímeros de flavona o flavanona, con un patrón de oxigenación
5,7,4’, bastante simple biosintéticamente (algunas veces
5,7,3’,4’). La unión interfíavonoidica suele ser un enlace C—C o
un enlace éter <GEIGER y QUINN, 1975). Los monómeros que
intervienen en la estructura, pueden ser del mismo o de distinto
tipo, y existe gran variedad de posiciones de enlace.
OH
Amentoflavona
HO
OH
Hinoki flavona
III. FLAVONOIDES GLICOSILADOS
Los flavonoides suelen encontrarse en la naturaleza en forma
de glicósidos, que pueden clasificarse en dos grandes grupos:
III.A. Flavonoides O-cylicósidos
Uno o más de los grupos hidroxilo de la molécula del
aglicón se encuentra unido al azúcar por un enlace
OH
OH O
OH O
II
OH O
OH O
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hemiacetálico, sensible a ácidos. Como consecuencia de la
glicosilación, el flavonoide se vuelve menos reactivo y más
soluble en agua. Esta última propiedad permite su
almacenamiento en las vacuolas celulares, donde suelen
acumularse.
Aunque, en principio, un hidroxilo en cualquier
posición del anillo puede ser glicosilado, parece que, de
hecho, existen ciertas posiciones en las que la probabilidad
es mayor. Estas son: 7—OH en flavonas, isoflavonas y
flavanonas; 3— <y 7-) OH en tíavonoles y dihidroflavonoles;
y 3- <y 5—) OH en antocianidinas.
El azúcar más frecuente es la glucosa, aunque también
son comunes galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa. Otros
azúcares que pueden aparecer ocasionalmente, son alosa,
manosa, fructosa, apiosa y los ácidos glucurónico y
galacturónico.
A menudo, se encuentran también disacáridos unidos al
aglicón. Entre ellos, se destacan: soforosa <2—O—J3—D—
glucosil—D-glucosa), gentiobiosa (6-O--J3-D-glucosil-D-
glucosa), rutinosa (6—O—a—L—ramnosil—D—glucosa) y
neohesperidosa (2—O—a—L—ramnosil—D—glucosa). En algunos
casos, se han detectado tri- y tetrasacáridos.
El azúcar puede estar acilado, con ácidos como el
acético o el ferúlico.
Entre las recopilaciones bibliográficas sobre
flavonoides 0—glicosilados, encontrados en la naturaleza,
cabe destacar la de HARBORNE (1975) y sus actualizaciones
<HARBORNE y WILLIAMS, 1982; HARBORNE y WILLIAMS, 1988).
III.C. Flavonoides C-glicósidos
En estos compuestos, el azúcar se encuentra
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directamente unido al anillo bencénico por un enlace C—C,
resistente a los ácidos. Sólo se han encontrado C—glicósidos
con el azúcar unido a las posiciones 6— y 8— del flavonoide.
La variedad de azúcares implicados es mucho menor que
en el caso de los 0-glicósidos, siendo la glucosa el más
común (vitexina, orientina) y, más raramente, galactosa
<apigenín-8-C—galactósido), ramnosa (violantina), xilosa
(vicenin-1) y arabinosa (schaftósido).
Aunque es posible encontrar C—glicósidos de isoflavona,
flavanona y flavonol, son mucho menos frecuentes que los
C-glicósidos de tíavona.
Como en el caso de los 0-glicósidos, pueden aparecer
derivados de los C—glicósidos, por acilación <en eJ. azúcar)
u 0—glicosilación <en el azúcar o en los hidroxilos
tenólicos).
CHOPIN et al. <1982) han realizado una completa
revisión bibliográfica sobre los flavonoides C-glicósidos,
encontrados en la naturaleza.
IV. OTRAS ESTRUCTURAS FLAVONOIDICAS
Además de las estructuras antes descritas, existen otros
compuestos polifenólicos relacionados o derivados de los
flavonoides. Entre ellos, se pueden destacar:
5
O — O
0 HO
Rotenoides Pterocarpanos Flavonoides
prenilados
(8-C-prenhlisoranmetina)
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2.3. BIOSíNTESIS
El conocimiento de las rutas biosintéticas de los compuestos
fenólicos, en vegetales, ha experimentado un gran avance,
gracias, por un lado, al desarrollo de la enzimologia, mediante
el estudio in vítro de reacciones bioquímicas elementales,
utilizando sistemas enzimáticos aislados del material vegetal, y
por otro, a la utilización de moléculas marcadas con ‘4C, y de
mutantes caracterizados por haber perdido la capacidad de
sintetizar determinadas moléculas.
2.3.1. Rutas generales de compuestos fenólicos
Tanto RIBEREAU-GAYON (1968), como HARBORNE <1975), han
demostrado que la biosíntesis de compuestos aromáticos de las
plantas tiene lugar a partir de los hidratos de carbono, según el
esquema general que se indica a continuación.
cARBOHIDRATOS
Fosfoenolpiruvato
Piruvato
ciclo de
las pentosas
Entro sa -4-fosfato
Ac. 5-dehidrosiquimico
ciclo
de
Krebs
Acetil-CoA
Malonil-CoA
1
Fenilalanina
Tirosina
Ac. gálico
Ac. protocatéquico
Compuestos
fenólicos
de mohos
Ac. cinámicos
Flavonoide s
Alcaloides
Terpenoides
Acetofenonas
Fenoles simples
Lignina
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En la biosíntesis de los fenoles, los precursores
principales son los ácidos acético y siquimico, por lo que
existen dos vías metabólicas diferentes.
a) Vía del, ácido acético
Este proceso implica la formación del anillo aromático, por
condensación “cabeza—cola” de tres unidades de acetato
<GRISEBACH, 1957).
La condensación de las unidades de acetato es una acilación,
que parte de acetatos activados en forma de acetil—CoA. La
presencia de la coenzima A aumenta la movilidad de los H del
grupo metilo, facilitando la acilación.
00 49 *0CH,”~C +H—CH~”C CH>—CO—C52—C +55—CoA
‘S—CoA ¾-Cosi, %—COA
En este proceso, la acetil.’CoA puede experimentar una
carboxilación que la transforma en malonil-CoA, por acción de la
acetil—CoA carboxilasa, que requiere la presencia de ATP y Mg
2~.
La movilidad del H del metileno, situado entre los dos grupos CO
de la malonil-CoA, es mayor que la del metilo de la acetil—CoA.
Por ello, la reacción de acilación, a partir de malonil—CoA, se
desarrolla más fácilmente, obteniéndose, por descarboxilación, el
mismo producto final de la reacción anterior. Este puede
condensarse con otra molécula de malonil—CoA o de acetil—CoA.
7001$ ~o
CH,—C .kH—CH..c — CH~—CO—’CH —c +I-4s—coA
-t .‘- ‘TI.
5—CoA 5—CoA 5—CoA
o 4)
CH,—CO—CH
2—
~S—CoA
Esta misma condensación ocurre en la primera fase de la
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biosíntesis de ácidos grasos <LOWESTEIN, 1981).
En el esquema siguiente (figura 1.4), se muestra la
biosíntesis de compuestos fenólicos y ácidos grasos, a partir de
la condensación por acilación de un ácido (R-COOH) con tres
moléculas de ácido acético.
R-COOH +. 3 CH.—COOH
c-acilacián
(31120> Ir
(6)
R—CO—CH¿—CO—CH,-.CO—CH2—C OOH
v-oó
R— cHOH—C HrCHOH—CHa—C HOH— c Hz—COOH
3JJ~O 1
II
Ji¿O
C : CHa—COOH
CPrO
R—CH=cH—cH=CH—CHcH—c 008
R—CHa—CHz—CHa—CH,—CHz—CHz--COOH
Acído graso
OH
R—CQS~
HO CH OH
RC111 Tril,idroxiacctofcnona
COOH
~ ~2
(ti)
C—acilaclón ¡
<—lizo)
o
II
82*0
Cútol ización
~ OH
tct ..COOH
~H. ¶8
& (a)
¿-¡izo
R=cl13 AcUlo orselinico
Figura 1.4: Biosíntesis de compuestos fenólicos por la vía del
ácido acético.
¿%AOOH
O~ ‘tÑ~0
Ji
.c~ SOOH
HO>~%OH
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En la ruta 1, el producto de condensación experimenta un
proceso de C—acilación, dando lugar a un derivado cíclico, el
cual, por enolización, genera un compuesto aromático. En la ruta
II, la ciclación se produce mediante una reacción de
cetolización, es decir, por condensación de un CO de una cetona
con un C en cx respecto a otra cetona, con formación de una cetona
etilénica, que posteriormente experimente un proceso de
enolización, para dar lugar a un compuesto aromático.
b) Vía del ácido siguimico
La figura 1.5 muestra el esquema de la vía del ácido
siquimico.
Entre las enzimas más importantes que intervienen en las
fases del proceso numeradas en el esquema <figura 1.5), cabe
destacar:
Fase 1. DARP sintetasa, que cataliza la condensación de
eritrosa-4—fosfato y fosfoenolpirúvico. Tiene un pH óptimo,
próximo a la neutralidad, y no requiere cofactores.
Fase 2. En la formación del ácido 5—dehidroquinico, se
requieren DPN~ y Co2~.
Fase 3. 5—dehidrogenasa, que cataliza la deshidratación del
ácido 5-dehidroquinico a 5-dehidrosiquimico.
Fase 4. 5—dehidrosiquimico acidorreductasa, que cataliza el
paso del ácido 5-dehidrosiquimico a ácido siquimico.
Fase 5. Quinasa, que controla la reacción de conversión del
ácido siquimico a ácido prefénico.
Fase 6. prefénico aromatasa, que cataliza, en medio ácido,
la descarboxilación y la deshidratación del ácido prefénico,
para formar el ácido fenilpirúvico.
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Fase 7. Prefénico deshidrogenasa, que cataliza la conversión
del ácido prefénico a ácido p-hidroxifenilpirúvico.
Glucosa
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HO
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HOH
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Figura 1.5: Biosíntesis de compuestos fenólicos por la vía del
ácido siquimico.
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Esta vía representa la forma principal de acumulación de
fenoles en plantas, además de ser el origen de los aminoácidos
aromáticos. También explica la formación de ácidos benzoicos
<ácido gálico y protocatéquico), por aromatización directa del
ácido dehidrosiquimico (GROSS, 1981; DEWICK, 1983) y de ácidos
cinámicos. Es posible, sin embargo, que los ácidos benzoicos y
otros compuestos C6, C6—C1 y C6—C2 se formen a partir de los
precursores C6—C3 (ácidos cinámicos), por degradación de sus
cadenas laterales C3 (EL-BASYOUNI et al., 1964; BARZ y WELTRING,
1985).
La formación de aldehídos y alcoholes fenólicos, parte del
ácido correspondiente, que se reduce, en primer lugar, para
originar el aldehído y, posteriormente, el alcohol. Uno de los
ejemplos más claros es la reducción de los ácidos cinámicos, para
originar el alcohol coniferilico, precursor importante de las
ligninas.
Los compuestos C6—C2 se obtienen por descarboxilación
oxidativa de los correspondientes a—cetoácidos, generados a
partir de fenilalanina y de tirosina.
Entre las revisiones bibliográficas sobre el metabolismo de
fenoles simples y ácidos fenólicos, en plantas y en cultivos
celulares vegetales, se pueden destacar las de GROSS (1985) y
HASLAM y LILEY <1985).
2.3.2. Biosíntesis de flavonoides
En la figura 1.6, se muestran el origen de 4—cumaril-CoA y
malonil—CoA, precursores directos de los flavonoides, y las
interrelaciones biosintéticas entre las diversas clases de
flavonoides, en particular, los que presentan un solo hidroxilo
en el anillo B. A continuación, la tabla 1.1 engloba las enzimas
implicadas en las distintas fases de estas rutas biosintéticas
(HELLER y FORKMANN, 1988).
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Figura 1.6: Biosíntesis de flavonoides.
Acotll-coA
4,2’ .4’ .6’ LoLrohl<lroxicl,oícona 4.6.4 ‘—I.rihidrcxiouron¿’
I 2
N.lrinqenina A¡ñjcníru¿í
Dihidrokaempreroí Kaompf orol
QAH
OH
rropelarqonidina [1-3
39
Tabla 17.1: Enzimas que intervienen en la biosíntesis de los
flavonoides
Precursores
17. Acetil-CoA carboxilasa
II. Fenilalanina amonioliasa
III. Cinámico 4-hidroxilasa
IV. 4—cumarato-CoA ligasa
Flavonoides
1. Chalcona sintetasa
2. Chalcona isomerasa
3. 2—hidroxiisoflavanona sintetasa
4. Flavona sintetasa
5. <25)-Flavanona 3-hidroxilasa
6. Flavonol sintetasa
7. Dihidroflavonol-4-reductasa
8. Flavan-3 , 4-cis-diol-4—reductasa
9. Antocianidin/flavonol 3-0—glucosiltransferasa.
Los dos precursores derivan de azúcares. Como ya se indicó
anteriormente, la malonil—CoA se sintetiza por carboxilación de
acetil—CoA, siendo esta reacción catalizada por la acetil—CoA
carboxilasa. En cuanto a la síntesis de la 4—cumaril—CoA, se
inicia a partir de fenilalanina. La transformación de
fenilalanina en ácido trans—cinámico, catalizada por la
fenilalanina—amonioliasa, constituye el puente entre el
metabolismo primario y la síntesis de los compuestos de tipo
fenilpropanoide.
La hidroxilación aromática del ácido cinámico, catalizada
por la cinámico—4—hidroxilasa, origina el ácido 4—cumárico que se
transforma en 4—cumaril—CoA, por acción de la 4—cumarato—CoA
ligasa.
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La fase principal de la biosíntesis de los flavonoides es la
condensación de tres moléculas de malonil—CoA con la acil—CoA de
un ácido hidroxicinámico, habitualmente el cumaril-CoA, para
originar la correspondiente chalcona. Esta reacción está
catalizada por la chalcona sintetasa. Flavonoides, auronas y
difenilpropanoides derivan de esta chalcona intermediaria. La
transformación, por la acción estereoespecífica de la chalcona
isomerasa, da lugar a la (25)—flavanona (naringenina).
Una reorganización oxidativa de la flavanona, que incluye un
desplazamiento arilico de C2 a C3, catalizada por la isoflavona
sintetasa, origina una isoflavona <genisteina).
La introducción de un doble enlace entre C2 y C3 de una
flavanona origina la serie de las flavonas. Se conocen dos
enzimas diferentes que catalizan esta reacción: una dioxigenasa
y una mono—oxigenasa de función mixta.
Los dihidroflavonoles se forman por hidroxilación directa en
posición C3 de flavanonas. Esta reacción está catalizada por la
flavanona—3—hidroxilasa, una dioxigenasa.
Los dihidroflavonoles son intermediarios biosintéticos en la
formación de flavonoles, catequinas, proantocianidinas y
antocianidinas:
— Los flavonoles se obtienen por introducción de un doble
enlace entre C2 y C3 de dihidroflavonoles, reacción
catalizada por la flavonol sintetasa (también dioxigenasa).
— La reducción del grupo carbonilo en C4 de los
dihidroflavonoles da lugar a los flavan-2,3—trans-3,4-cis-
dioles o leucoantocianidinas, precursoras de catequinas y
proantocianidinas. Las primeras se sintetizan a partir de
leucoantocianidinas, por acción de la flavan—3,4—cis-diol-
reductasa. Las proantocianidinas se obtienen por
condensación de catequinas y leucoantocianidinas. El paso de
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leucoantocianidinas a antocianidinas está poco esclarecido.
La obtención de antocianinas implica una glicosilación en
de antocianidinas.
La diversidad de flavonoides, encontrados en la naturaleza,
surge mediante modificaciones por hidroxilación de los anillos A
y E, por metilación de los hidroxilos y por glicosilación y
acilación. Se han descrito numerosas enzimas catalizadoras de
estos procesos. Algunas de ellas pueden actuar sobre los
productos intermediarios <flavanona y dihidroflavonol) o sobre
los productos finales (flavona, isoflavona, flavonol o
antocianina), mientras que otras sólo sobre los finales.
A continuación, se describen las características de las
enzimas más importantes que intervienen en el proceso:
1. Chalcona sintetasa. La formación de chalcona está
catalizada por la chalcona sintetasa (EBEL y HAHLBROCK,
1982). Puesto que la chalcona es la estructura C15
intermediaria básica para todo tipo de flavonoides, se
considera esta enzima como clave en la biosíntesis de
flavonoides. No requiere cofactores. Los sustratos son
malonil-CoA y acil-CoA de ácidos hidroxicinámicos. En muchos
casos, presenta inhibición por la flavanona que se pueda
formar en la reacción.
2. Chalcona isomerasa. Con sólo unas pocas excepciones, las
diferentes clases de flavonoides (flavonas, flavonoles,
antocianinas e isoflavonas) derivan de una flavanona
intermediaria. Las flavanonas se forman a partir de
chalconas por isomerización. En el caso de un patrón de
hidroxilación 2’ ,4’ , 6’ —trihidroxilado <tipo floroglucinol),
esta reacción se produce espontaneamente en condiciones
fisiológicas, originando un producto racémico.
Sin embargo, parece que sólo flavanonas, con
configuración (2S), son sustratos para las enzimas de las
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rutas flavonoidicas. Por ello, existen chalcona—isomerasas
que catalizan la formación estereoespecífica de <2S)—
flavanonas, a partir de los respectivos sustratos de
chalcona.
Se conocen dos tipos de chalcona isomerasa, según la
especificidad del sustrato. En plantas que contienen 5—
desoxi y 5—hidroxiflavonoides, la enzima es capaz de
isomerizar tanto chalconas 2’,4’—dihidroxi— (tipo
resorcinol) como 2’, 4’ ,6 ‘-trihidroxi <tipo floroglucinol).
En plantas que carecen de 5—desoxiflavonoides, la enzima es
específica para chalconas tipo florogucinol.
3. Formación de isoflavona. Se ha encontrado que están
implicados dos procesos enzimáticos en la transformación de
una flavona en isoflavona. El primero abarca la oxidación y
reorganización de flavanona a 2—hidroxi—2,3—
dihidroisoflavona. Este paso es estrictamente dependiente de
NADPH y de 02. Su inhibición por citocromo c y/o por CO, y
su reversibilidad por acción de la luz, así como su
inhibición por inhibidores de citocromo P-450, indican la
participación de un sistema enzimático dependiente del
citocromo P-450 (KOCHS y GRISEBACH, 1986).
El segundo sistema enzimático que cataliza la
eliminación de H20 de la 2—hidroxi-isoflavona no se ha
descubierto todavía.
4. Formación de flavona. Se han aislado sistemas enzimáticos
de distintas procedencias, que catalizan la conversión de
flavanonas a flavonas, y cuyos requerimientos de cofactores
son bien distintos, desde Fe
2~, 2—oxoglutarato y ascórbico
(BRTTSCH et al., 1981), hasta NADPH (STOZT y FORKMANN,
1982). El mecanismo de formación del doble enlace no está
claro; se sospecha que se forma una 2—hidroxiflavanona en un
primer paso, y que, a continuación, una deshidratasa
facilita la eliminación de una molécula de H
20.
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5. Flavanona-3-hidroxilasa. Se ha localizado en la fracción
soluble. Requiere, como cofactores, 2—oxoglutarato, Fe24 y,
para completar su actividad, ascorbato. Está clasificada
como una dioxigenasa dependiente de oxoglutarato <ABBOTT y
UDENFRIEN, 1974).
6. Formación de flavonol. La síntesis de flavonoles está
catalizada, como en el caso anterior, por una dioxigenasa
dependiente de 2-oxoglutarato <BRISTSCH et al., 1981). La
reacción transcurre a través de un intermediario 2—hidroxi,
con deshidratación posterior. Estos intermediarios <por
ejemplo, 2-hidroxidihidrokaempferol o 2-
hidroxidihidroquercetina) pueden eliminar espontáneamente
una molécula de H
20, para originar los respectivos
flavonoles.
7. Dthidroflavonol-4-reductasa. STAFFORD y LESTER (1982)
confirmaron la existencia de una dihidroflavonol—4—reductasa
dependiente de NADPH, implicada en la síntesis de
leucoantocianidina. Esta fue obtenida a partir de
preparaciones enzimáticas, extraídas de cultivos celulares
de Pseudotsuga menziessi. No obstante, se han encontrado
reductasas de otras procedencias, capaces de mostrar
actividades superiores a un 90 % con NADH, como cofactor,
(KRISTIANSEN, 1986).
8. Formación de catequinas y proantocianidinas. Han sido
aisladas reductasas, capaces de transformar cis—
leucocianidina y cis-leucodelfinidina en las
correspondientes flavan—2, 3— trans—3—oles, catequina y
galocatequina. La reacción es dependiente de NADPH. No
obstante, todavía no ha sido detectada la enzima condensante
que debe intervenir en la síntesis de proantocianidinas
oligoméricas (KRISTIANSEN, 1986).
9. Formación de antocianidin-3-O-glucósido. Al contrario que
los aglicones de flavona y flavonol, las antocianidinas rara
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vez aparecen, como tales, en la naturaleza. Los primeros
productos estables en la biosíntesis de antocianinas son los
antocianidin—3—glicósidos, con glucosa como sustituyente más
frecuente. Por eso, las enzimas que catalizan la 3—O—
glicosilación no se consideran enzimas de modificación, sino
enzimas implicadas directamente en la formación de
antocianinas.
A excepción de la UDP-glucosa-flavonoide-3—O-glucosil—
transferasa, ampliamente estudiada, el resto de enzimas que
catalizan la conversión de leucoantocianidinas en
antocianinas son desconocidas. Esencialmente, deben existir
cuatro pasos en la reacción: una hidroxilación en C2, dos
deshidrataciones y una glicosilación del hidroxilo en C3.
Estos pasos pueden ordenarse en distintas secuencias, pero
parece claro que la glicosilación debe ser uno de los pasos
finales, ya que no se han encontrado leucoantocianidinas y
dihidroflavonoles glicosilados en C3.
2.4. PROPIEDADES FISICOQUíMICAS
Al analizar las propiedades fisicoquímicas de los compuestos
fenólicos, es necesario considerar, por un lado, las propiedades
debidas a los grupos OH, modificadas por la presencia del ciclo
bencénico, y, por otro, las debidas a este ciclo, en relación con
la presencia de grupos hidroxilo o de otros sustituyentes.
El anillo bencénico, caracterizado por el fenómeno de la
mesomeria, es una estructura particularmente estable. Es poco
probable que el anillo se rompa en una reacción química o
biológica. Las reacciones de adición son mucho más difíciles que
sobre dobles enlaces de hidrocarburos etilénicos. Las reacciones
más frecuentes son las de sustitución (de un H por otro grupo>.
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1. Carácter ácido
En el fenol, la interacción entre el grupo OH y el anillo
bencénico se traduce en una gran movilidad electrónica, que da
lugar a una serie de fórmulas limite, correspondientes a las
distintas localizaciones de los et
5 5 H 8
0 01. 04. 0+Ó-ó~&Ó
Estas fórmulas están caracterizadas por una baja densidad
electrónica sobre el átomo de O, que determina que el propio O
atraiga los & del enlace que le une al H dentro del grupo OH.
Esto facilita la ruptura del enlace O-H, y dificulta la ruptura
del enlace C-O.
Esta facilidad de ruptura entre el O y el H confiere al H
del fenol su carácter ácido: los fenoles en solución alcalina se
encuentran en forma de “fenolatos”, con propiedades espectrales
completamente distintas a las del fenol correspondiente.
En ciertos casos, el carácter ácido de ciertos compuestos
fenólicos se utiliza para su extracción selectiva con soluciones
alcalinas.
2. Formación de puentes de Hidrógeno
Como los alcoholes, los fenoles experimentan asociaciones
intra o intermoleculares mediante enlaces por puente de H. Estos
puentes de H modifican gran número de propiedades físicas como
los puntos de fusión y ebullición (que aumentan como consecuencia
de estos enlaces), la solubilidad (que disminuye en medio
alcalino) y los espectros infrarrojo y ultravioleta.
La existencia de puentes de E disminuye, en general, la
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reactividad de los grupos fenólicos, en relación con su aptitud
para formar éteres o ésteres.
3. Formación de complejos con los metales
La formación, por quelación, de complejos de compuestos
fenólicos con metales <principalmente Fe y Al) es muy utilizada
para la cuantificación de estas sustancias, para su
identificación, mediante la modificación que experimenta su
espectro Uy al complejarse, y para el revelado de los
cromatogramas.
Pero la formación de complejos con iones metálicos no sólo
es importante para fines analíticos, sino que también lo es desde
el punto de vista fisiológico <JURD y GEISMANN, 1956). Así, las
tonalidades azuladas de algunas plantas son producidas por
antocianidinas púrpuras que, in vivo, cambian de color al formar
complejos (ver apartado 11.2.5.2.). Se conocen quelatos azules de
cianidina y delfinidina con Mg, Al y Fe.
4. Formación de ésteres y de éteres
Los fenoles reaccionan fácilmente con ácidos orgánicos,
aunque, contrariamente a lo que sucede con los alcoholes, no son
esterificados por ácidos inorgánicos. Sin embargo, en la
naturaleza existen pocos ésteres de fenoles. Cabria destacar los
ésteres de azúcares con los ácidos gálico y elágico y los ésteres
de antocianinas con ácidos orgánicos, como el ácido cinámico.
Por el contrario, la formación de éteres es muy frecuente en
la naturaleza y, particularmente, la formación de éteres mixtos
entre una función fenol y el alcohol metílico. El grupo metoxilo
resultante (—0CH3) es muy corriente, sobre todo, en el caso de
antocianinas y ácidos fenólicos; además, es particularmente
estable química y biológicamente.
Las reacciones de eterificación son muy utilizadas en la
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identificación estructural de flavonoides, ya que, por un lado,
los grupos éter son más estables que los enlaces heterosidicos,
y, por otro, confieren un aumento de volatilidad a la molécula de
flavonoide, lo que facilita su estudio por cromatografía de gases
y espectrometria de masas.
5. Oxidación
Al trabajar con compuestos fenólicos, en general, debe
evitarse el contacto con sustancias o agentes oxidantes, capaces
de provocar la formación de radicales libres, ya que estos son
muy inestables, y pueden reaccionar rápidamente polimerizándose,
dando lugar a productos de color marrón. En este sentido, son
especialmente sensibles los compuestos o—dihidroxifenólicos.
OH y o
Q$— OH 4—* 4jj~fr.os 4-4 ~j5s.-.OH
La síntesis de polimeros vegetales, como la lignina, podría
estar relacionada con la formación de radicales libres de este
tipo.
Este fenómeno explicaría también el oscurecimiento de
productos alimentarios de origen vegetal.
La facilidad de oxidación de ciertos compuestos fenólicos
permite utilizarlos como antioxidantes. Esta propiedad se
desarrolla con más detalle dentro del apartado 11.2.8.2., de
Aplicaciones en la industria alimentaria.
Desde el punto de vista analítico, ciertos agentes oxidantes
se utilizan para la valoración de compuestos fenólicos, así como
para el revelado de cromatogramas en capa fina o papel. Se pueden
citar el nitrato de plata amoniacal, el reactivo de Folin-
Ciocalteu y el permanganato potásico <RIBEREAU-GAYON, 1968).
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6. Sustitución electrófila sobre el anillo bencénico
Como se ha indicado con anterioridad, el anillo bencénico,
de estructura muy estable, experimenta con más facilidad
reacciones de sustitución que de adición.
La influencia que ejercen sobre la sustitución los distintos
grupos químicos, unidos al anillo, varia de unos a otros. A
continuación, se describe el efecto de los grupos OH y CO, los
más frecuentes implicados en la estructura de ácidos fenólicos y
flavonoides.
El grupo OH actúa como dador de e~, por lo que aumenta la
densidad electrónica del anillo bencénico en posiciones 2, 4, 6,
y activa la sustitución en dichas posiciones.
+ +0—1-4 0—H O—H
El grupo CO ejerce un efecto opuesto: es aceptor de &, por
lo que desactiva el anillo, disminuye la densidad electrónica en
orto y para, y orienta la sustitución en meta.
1-lO O- HO 0
+
Esto explica, por ejemplo, la diferente reactividad de
flavanos y flavonas o flavonoles. El anillo A de flavanos
(catequina) es más sensible a sustitución que el anillo A de
flavonol (quercetina), desactivado por el grupo CO.
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Catequina Quercetina
En consecuencia, la vainillina reacciona con la catequina y
no lo hace con la quercetina.
Este tipo de reacciones de sustitución, probablemente,
intervenga en las rutas metabólicas de formación de taninos
condensados, a partir de flavanos.
Como ejemplos de reacciones de sustitución, con interés para
la valoración cuantitativa o la detección de los compuestos
fenólicos tratados, se destacan:
a> Reacciones de copulación con sales de diazonio.
Los compuestos fenólicos reaccionan con sales de
diazonio, dando reacciones de sustitución sobre el anillo
bencénico y originando colorantes azoicos, cuyo color varia
en función de la estructura del fenol.
R~N2+CI+ ~Q...Os .—. fi—NN../jjj~..05 ~ lid
Este tipo de reacciones se emplea para la detección
sobre cromatogramas en papel o capa fina. Se suelen utilizar
p—nitroanilina, ácido sulfanilico y bencidina diazotados. El
color resultante depende del pH (RIBEREAU-GAYON, 1976).
b) Reacciones de condensación con aldehídos.
En presencia de ácidos fuertes, los compuestos
carbonílicos, principalmente los aldehídos, pueden originar
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un reactivo electrófilo capaz de reaccionar con los fenoles:
+Ji — C O + Ht—*~ R -. C = OHu 5
+
R—CHOH + \J~..OH —-R —C$..<~foH +H+
Hay dos aplicaciones de la reacción de condensación de
fenoles con aldehídos de gran interés:
— Reacción con formaldehido, que conduce a la formación
de resinas “fenol—formaldehido”, y que se utiliza
también para la eliminación de los compuestos fenólicos
de un extracto vegetal por precipitación con este
reactivo, en medio ácido.
— Reacción con vainillina, para el revelado de
cromatogramas o para la valoración de compuestos
fenólicos naturales.
c) Otra reacción de interés es la que experimentan los
fenoles con la 2,6—dibromoquinona clorimina o reactivo de
Gibbs que, en medio alcalino, conduce a la formación de 2,6-
dibromoindofenol de color azul.
Br
otcjj$s~ci + G»-.os — O=4$~N..4¿>....OH +SoI
Br Br
Este reactivo se utiliza, como revelador, en
cromatografía en capa fina o papel.
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2.5. FUNCIONES BIOLOGICAS
2.5.1. Defensa vegetal
Una de las posibles funciones biológicas, atribuidas a los
compuestos fenólicos, es la de constituir parte del sistema de
defensa vegetal frente a infecciones <GOODMAN et al., 1986;
SURICO et al., 1987). Parecen intervenir en diferentes etapas de
la estrategia defensiva de la planta; entre ellas, la muerte y
necrosis de la célula huésped, la acumulación de toxinas, la
modificación de las paredes celulares y la síntesis de
antibióticos específicos <MATERN y KNEUSEL, 1988). La
participación en cada etapa depende del patógeno y de la planta
(NICHOLSON y HAMMERSCHMIDT, 1992). Muchos de ellos están
incluidos dentro del grupo de las fitoalexinas, es decir,
sustancias biocidas producidas por las plantas en respuesta al
ataque de patógenos. De entre ellas, las más comúnmente descritas
son los flavonoides.
Así, se reconocen sus actividades!
— Insecticida: La maisina, una C—glicosil—flavona, aislada
del maíz, inhibe el crecimiento y desarrollo del gusano
ffeliothis zea (ELLIGER et al., 1980).
— Fungicida: Se asocia esta actividad con un amplio grupo de
compuestos. De hecho, existen estudios que relacionan
estructura/actividad fungicida de flavonas, flavanonas y
catequinas frente al género Aspergillus <WEIDENBÓRNER et
al., 1990). En otros casos, se estudia el comportamiento de
diversos flavonoides, extraídos de madera de Salix caprea
frente a una amplia variedad de hongos destructores de
madera (MALTERUD st al.., 1985). Parece comprobado que todos
los flavonoides ensayados muestran alguna actividad
fungicida, aunque la mayor parte de ellos son activos sólo
frente a uno de los hongos estudiados. Estas propiedades
fungicidas, asociadas también a dihidroflavonoles y
flavonoles, contribuyen a la durabilidad y protección de la
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madera (HERGERT, 1962).
No obstante, la máxima capacidad fungicida se asocia
siempre con el grupo de los isoflavonoides. Ya se ha
considerado la posibilidad de utilizar estos compuestos como
sustitutos de fungicidas convencionales. Por ello, se han
analizado las relaciones estructura/actividad, así como los
mecanismos de acción de las isoflavonas (WEIDENBÓRNER et
al., 1989; 1990b; LAKS y PRUNER, 1989). Se ha comprobado que
el grado de reducción, la posición y número de hidroxilos
(en particular la existencia de dos hidroxilos) y la
presencia de una función oxigenada con sustituyentes
distintos de grupos metiléter, son parámetros importantes
para esta actividad. En cuanto al mecanismo de acción, se
sospecha que la actividad de estos compuestos depende de la
acidez de sus grupos hidroxilo, que puede provocar un
desacoplamiento de la fosforilación oxidativa.
También se han realizado estudios sobre el poder
fungicida de algunas chalconas que, aunque ellas mismas no
presentan actividad, si la poseen algunos productos de su
degradación, como ciertas orto—diquinonas, derivadas de la
floretina (POWELL y HILDEBRAND, 1970).
- Bactericida: Se ha comprobado, la actividad in vitro de
una serie de flavonoides frente a diversas cepas
bacterianas, tomando como testigos una serie de hongos
sensibles a los compuestos analizados. De los flavonoides
analizados, los que presentaron mayor actividad, fueron los
flavonoles (EL-GAMMAL yMANSOUR, 1986). El poder bactericida
se asocia también con el grupo de isoflavonoides (CASTRO et
al., 1986).
2.5.2. Contribución al color en los vegetales
El color de las flores es producto de la absorción
preferencial de parte de la luz visible por uno o varios
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compuestos químicos sintetizados por las plantas superiores.
Puesto que las plantas no pueden “ver” sus propios colores,
parece evidente que los colores son mensajes interpretables por
mamíferos, pájaros e insectos (HARBORNE, 1976), y suponen un
enlace entre animales y plantas, lo mismo que sucede con el
tamaño, olor o forma de las flores. En particular, insectos y
pájaros, atraídos por el color, polinizan las flores y ayudan a
la supervivencia de las especies vegetales. Al contrario que el
hombre, algunos insectos, especialmente las abejas, pueden
percibir tanto la radiación en el visible como en el Uy cercano
(340—380 nm).
Los pigmentos, responsables de la coloración de las flores,
son esencialmente flavonoides, y están localizados en las
vacuolas celulares (McCLURE, 1979). De ellos, las antocianinas
proporcionan la mayor parte de los colores rosa, naranja,
violeta, rojo y azul (HARBORNE, 1967). Las chalconas, auronas y
flavonoles contribuyen al color amarillo. El resto de los
flavonoides son incoloros para el hombre, aunque visibles para
algunos insectos. Las flavonas, flavonoles y sus glicósidos
tienen también importancia respecto al color de las flores,
porque actúan como co—pigmentos.
Existe una importante revisión <HARBORNE, 1976) sobre la
contribución de los flavonoides al color de las flores. De ella
se deduce que, aunque el grupo de pigmentos más notable es el de
las antocianinas, para explicar completamente el fenómeno de las
coloraciones es necesario considerar las interacciones que
existen, a nivel molecular, entre éstas y otros constituyentes
vacuolares, como otros flavonoides, iones minerales, azúcares,
péptidos y ácidos orgánicos.
2.5.3. Reguladores fisiológicos
La regulación fisiológica es una de las funciones menos
conocidas de los compuestos fenólicos, aunque cabe pensar que
debió de ser de las primeras en el proceso evolutivo, ya que su
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lugar de acción está localizado en el citoplasma, cerca de la
zona de formación de estos compuestos <STAFFORD, 1991).
Los efectos más complejos son los asociados con la hormona
del crecimiento, el ácido indolacético <IAA>. Los flavonoides con
anillos B monohidroxilados actúan como cofactores de una
peroxidasa que funciona como IAA oxidasa, destruyendo la hormona.
Por el contrario, los flavonoides con anillos B dihidroxilados
inhiben esa actividad degradante de IAA (CALSTON, 1969). Trabajos
más recientes asocian ambas formas mono— y dihidroxiladas con la
inhibición del transporte de IAA a través de la membrana
plasmática, por anclaje a una proteína de dicha membrana <JACOBS
y RUBERY, 1988).
2.5.4. Filtros 0V
No se sabe, con certeza, la extensión de la capa de ozono en
la atmósfera de la tierra en el momento en que surgieron las
plantas vasculares. Lo que parece evidente es que la ausencia
total o parcial de ésta, permitirla el acceso de parte de la
radiación Uy que dañaría a las plantas al brotar. De ahí, la
necesidad de disponer de unas sustancias que actuaran como
filtros frente a la radiación Uy. Esta fue, probablemente, la
función primitiva de flavonoides y compuestos de tipo
fenilpropanoide (KUBITZKI, 1987). Los coeficientes de absorción,
tanto en valores molares como en peso, son menores en los
compuestos de tipo fenilpropanoide que en los flavonoides
<STAFFORD, 1991).
Mezclas de flavanonas, flavonas, dihidroflavonoles y
flavonoles en las vacuolas de las células epidérmicas de las
hojas sirven como filtros, reduciendo la radiación UV—B y Uy—A
que atraviesa la capa de ozono de la atmósfera de la tierra. Se
ha demostrado que la capa de células epidérmicas en las que se
acumulan los flavonoides, protegen a las capas inferiores de
células mesofílicas, absorbiendo un 90 % de la radiación UV-B
<ROBBERECHT y CALDWELL, 1978).
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2.6. APLICACIONES FAENACOLOGICAS
2.6.1. Actividad antiinflamatoria
En 1936, RUSZNYAK y SZENT-GYORGI observaron que ciertos
estados patológicos, caracterizados por un incremento de la
permeabilidad o fragilidad de las paredes de los capilares,
podían ser tratados con extractos de limón. Al factor que
incrementa la resistencia capilar se le llamó vitamina P. Este
término cayó en desuso cuando pasó a asociarse esta actividad con
flavonoides. Se separó la mezcla de flavonoides de los cítricos
en tres fracciones por su diferente solubilidad en metanol,
acetato de etilo y agua. La mayor parte de la actividad
antiinflamatoria se localizó en la fracción acuosa, en la que
fueron identificadas hesperidina, naringina y nobiletina, junto
a la 5,6,7,8,3’ ,4’—hexametoxiflavona.
En esta línea de estudios, se observó que ciertos edemas
cerebrales y hemorragias pleurales,~ en ratas, se reducen
significativamente cuando éstas se trataban con derivados de
rutina o hesperidina (BENKO st al., 1970).
Actualmente, se encuentra comercializada la
hidroxietilrutina (e.g., Venoruton), ampliamente utilizada para
el tratamiento de hemorroides, retinopatia diabética, venas
varicosas y otros problemas relacionados con fragilidad capilar.
En los últimos años, los estudios se han encaminado a
demostrar que los flavonoides no sólo reducen la permeabilidad
capilar, sino que también pueden inhibir distintos estadios en
los procesos inflamatorios, desde la formación del tejido de
granulación hasta la artritis crónica (GABOR, 1979). Así, se ha
estudiado el efecto antiinflamatorio de la nepitrina, cuya
actividad procede de su antagonismo a mediadores, como la
bradiquinina y la angiotensina (AGARWAL, 1982).
La quercetina inhibe la secreción de histamina por
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mastocitos <MIDDLETON y DRZEWIECKT, 1982>; y funciones
neutrófilas, como la liberación de enzimas lisosomales, el
consumo de oxígeno, la formación de radicales libres y la
quimiotaxis (BUSSE et al., 1984>.
Otros flavonoides que actúan como agentes antiinflamatorios,
son: apigenin—7-galactósido, luteolin—7-galactósido, kaempferol
y algunos de sus glicósidos (TUBARO et al., 1989).
2.6.2. Actividad antihepatotóxica
Desde hace más de 2000 años, se vienen atribuyendo
propiedades medicinales a los extractos solubles en agua de
Silybum marianum <L.) Gaertn. (MABRY y ULUBELEN, 1980). El
compuesto activo es la silimarina, una mezcla de tres isómeros
(silibina, silidianina y silicristina), resultantes de la
condensación de una molécula de taxifolina y otra de alcohol
coniferílico. La silimarina es una de las pocas drogas, no
inmunosupresoras, que se aplican al tratamiento de hepatopatias
toxicometabólicas, cirrosis hepática y hepatitis virica aguda
<VOGEL, 1977). Tiene acción anticitolítica, ya que disminuye la
peroxidación lipidica en las membranas pericelulares e
intracelulares (microsomas ymitocondrias>. Asimismo, estimula la
síntesis proteica a través de un aumento de la actividad de la
polimerasa A, activando, en consecuencia, los procesos anabólicos
y enzimáticos intracelulares.
Silimarina
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También han sido estudiados, en profundidad, los aspectos
bioquímicos, farmacológicos y clínicos de la <+)-catequina
(Proceedings of the International Symposium of New Trends in the
Therapy of Liver Disease, 1974> en el tratamiento de las
enfermedades hepáticas.
2.6.3. Efectos en el sistema vascular
Son muchos y muy variados los efectos sobre el sistema
vascular central, descritos para diversos polifenoles:
— Efectos antiateromatosos, consecuencia de la reducción del
colesterol, triglicéridos y ¡3-lipoproteinas del suero,
producidos por quercetina, luteolina, hispidulina y otros
glicósidos (ANDREEVA et al., 1987).
- Inhibición de la agregación plaquetaria, reconocido efecto
de la quercetina, rutina, 3—metil—quercetina, fisetina,
dihidroquercetina y flavona (LACREMAN et al., 1986).
- Actividad espasmolitica. La 5,8—dimetoxi—2-metil—furano-
cromona muestra efectos antiespasmódico y vasodilatador
coronario, probablemente, por inhibición del flujo de calcio
<UBEDA y VILLAR, 1989).
— Inhibición de los sistemas lipooxigenasa y ciclooxigenasa,
demostrada para la quercetina y rutina (TAKAHAMA, 1985).
2.6.4. Actividad antitumnoral
Al estudiar la actividad de una serie de flavonoides,
SCHWARTZ y MIDDLETON <1984) demostraron que la quercetina
inhibía, in vitro, la generación y la acción de linfocitos T
citotóxicos. Las relaciones estructura—actividad revelaron que la
presencia de un doble enlace en posición C2.3, la de un grupo ceto
en C4, la de un grupo hidroxilo libre en C3 y/o la hidroxilación
en el anillo E, son determinantes de dicha actividad.
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En otros estudios en los que se analizaba la actividad,
frente a células HeLa in vitro, de las flavonas y flavanonas con
sustituyentes hidroxilo y metoxilo, fue la 5,7-dihidroxi-4’-
metoxiflavona la que presentó mayor actividad (CHIKAO et al.,
1986). También se ha demostrado la actividad citotóxica de
algunos flavonoides frente a células KB (LIN et al., 1989), P-
388, He La S3 o HEP—2 (PATHAK et al., 1991).
Aunque existen estudios que demuestran la actividad, in
vivo, de algunos flavonoides frente a varios carcinomas, como la
quercetagetina y la patuletina frente al carcinoma Lewis de
pulmón (ICKES et al., 1973), no se ha establecido el uso de
1lavonoides en el tratamiento de cánceres.
Por otra parte, el ácido elágico es un potente inhibidor de
la mutagenicidad y citotoxicidad del benzo(a)—pireno <BECKER et
al., 1985).
Algunos ácidos fenólicos se utilizan como marcadores
tumorales, por ejemplo, ciertos derivados del ácido vainillico,
que facilitan el diagnóstico diferencial de neuroblastoma,
feocromocitoma y tumores relacionados (BINDER y SIVORINOVSKY,
1984).
2.6.5. Actividad antimicrobiana y antiviral,
NISHINO et al. <1987) estudiaron la actividad de la
epigalocatequina y otros 26 flavonoides afines, frente a
Staphylococcus epidermis (Gram-positivo), Proteus vulgaris (Gram-
negativo) y Staphylococcus aureus (Gram—positivo). Encontraron
que la presencia de hidroxilos y la planaridad de la molécula
eran requisitos necesarios para la actividad bactericida. Además,
se demostró que, en el caso de P. vulgaris, los flavonoides
activos inhiben la síntesis de DNA, mientras en el de S. aureus,
resulté inhibida la síntesis de RNA.
Fuerte actividad fungicida presentan flavonoles como la
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quercetina y sus glicósidos rutina e isoquercitrina y el
kaempferol <BESCHIA et al., 1982), flavonas como la apigenina y
derivados <SINGH et al., 1988) e isoflavonas (STOESSEL, 1985).
En cuanto a la actividad antiviral, quercetina, quercitrina,
morina, apigenina y luteolina inhiben, in vitro, la
multiplicación del virus Auzesky (BELADI et al., 1961).
Quercetina, dihídroquercetina y procianidina actúan como
virustáticos frente al virus del Herpes simple tipo 1, al de la
polio y al de la fiebre Mengo (MUSCI, 1985).
Existen otros estudios comparativos de actividad de
distintos E lavonoides frente a Rhinovirus que revelan que la
presencia de grupos 3—metoxi y 5—hidroxi es determinante de la
actividad de estos compuestos (TSUCHIYA et al., 1985).
2.6.6. Actividades diversas
Existe otra serie de aplicaciones farmacológicas, descritas
en casos puntuales, de las que se exponen algunos ejemplos a
continuación:
- Actividad antialérgica, descrita para quercetin—3,3’—
dimetiléter, quercetín—3-metiléter, apigenina (YUTAKA y
USHIO, 1985); quercetina y tangeretina (MOOKERJEE et al.,
1986); kaempferol y naringenina (WELTON et al., 1986).
- Actividad antidiarreica, asociada a galangina, miricetina,
kaempferol y quercetina (LAU-CAM y CHAN, 1973).
— Actividad antiulceroso, estudiada en relación con la
inhibición de la catecol—O—metiltransferasa en ratones con
ulceras, inducidas por stress de frío <BARNAULOV et al,
1984)
— Actividad analgésica, encontrada en crisma, morina y
rutina (SAMBANATHAN et al., 1985). Entre los compuestos
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fenólicos de bajo peso molecular, el caso más evidente es el
del ácido salicílico, precursor del ácido acetilsalicilico
(aspirina) y derivados. Este compuesto presenta también
actividades antiinflamatorias y antipiréticas.
— Actividad espasmolitica: la 7, 4’-dihidroxiflavanona y su
chalcona correspondiente presentan actividad espasmolitica
semejante a la de la papaverina (SRINIVASAN et al., 1971>.
— Actividad antimalárica. Se ha encontrado que la
quercetina, in vitro, posee actividad antimalárica frente a
Plasmodium talciparum <KHALID et al., 1986).
— Actividad estrogénica, encontrada en isoflavonas
estructuralmente semejantes a estilbestroles que poseen
actividad estrogénica parecida <FARNSWORTH et al., 1975).
- Actividad hipoglucemiante, analizada en ratas diabéticas
que fueron tratadas con quercetina y quercitrina (NAGAWA y
SAi-lAR, 1988>.
— Actividad inhibidora de enzimas. Se ha reconocido que
ciertos flavonoides son capaces de inhibir diversas enzimas,
como la aldosa reductasa (ORUDA et al., 1984), la xantina
oxidasa <NORO et al., 1983), la fosfodiesterasa (NIKAIDO et
al., 1988>, la Ca2~—ATPasa <FEWTRELL y GOMPERTS, 1977>, la
lipooxigenasa (YOSHIMOTO et al., 1983), la ciclooxigenasa
<BAUMAN et al., 1980), etc.
También los ácidos fenólicos ejercen actividad sobre
enzimas, como pectinasas, amilasas vegetales, fenoloxidasas,
succinato deshidrogenasa y RNasa pancreática (VAN SUMMERE,
1989). Asimismo, cabe comentar los efectos de los glicósidos
de ácidos cinámicos sobre enzimas, como la aldosa reductasa,
la c-AMP fosfodiesterasa (KITAGAWA et al., 1984) y la 5-
lipooxigenasa (KIMURA et al., 1987).
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2.7. APLICACIONES QUIHIOTAXONOMICAS
El desarrollo de las técnicas analíticas instrumentales,
principalmente cromatográficas, ha permitido perfeccionar la
taxonomía vegetal, introduciendo la moderna quimiotaxonomía,
basada en los caracteres químicos dominantes de las especies e
individuos. La Taxonomía o sistemática botánica clásica está
basada en los caracteres morfológicos. Posteriormente, fueron
considerados, además, los caracteres ecológicos, anatómicos,
cariológicos y carpológicos. Modernamente, también se van
teniendo en cuenta los caracteres químicos. Estos tienen la
ventaja de ser más definidos y precisos, por corresponder a
estructuras moleculares.
Para que un compuesto químico pueda ser considerado como
caracter químico de una especie o individuo vegetal, esto es, ser
considerado como marcador quimiotaxonómico, debe cumplir los
siguientes requisitos (RIBEREAU-GAYON, 1968; HARBORNE, 1975):
1. Estar ampliamente extendido (en el reino vegetal).
2. No pertenecer a los grupos de componentes mayoritarios
fundamentales, como los ácidos nucléicos, etc.
3. No tener una estructura demasiado compleja.
4. Deben ser específicos de especies (o individuos).
5. Ser fácilmente identificables y valorables.
6. Ser relativamente estables.
7. Intervenir en un número limitado de reacciones
metabólicas y resultar de biosíntesis, con acumulación en la
planta, independiente de influencias ambientales.
A continuación, se describen unos ejemplos que demuestran la
amplia utilización de los compuestos fenólicos en
Quimiotaxonomía, ya que cumplen satisfactoriamente los requisitos
anteriores.
— Las diferentes variedades de manzana <género Malus)
contienen una dihidrochalcona, la floridzina (heterósido de
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la floretina); mientras la pera (género Pyrus) contiene
arbutina <glucósido de la hidroquinona). Estos dos
compuestos fenólicos no han sido detectados en ningún otro
organismo vegetal.
— Las isoflavonas se encuentran frecuentemente en la familia
de las Leguminosas y, particularmente, en las Papilonáceas.
De igual manera, han sido encontradas en el género Iris, de
las Monocotiledóneas <OLLIS, 1962).
— La presencia de biflavonoides está asociada a las
Gimnospermas y, dentro de ellas, a las Pináceas (BAKER y
OLLIS, 1961).
— Dentro de la familia de las Pináceas, los
dihidroflavonoles (por ejemplo, la taxifolina) se encuentran
en el género Pinus, y están ausentes en el género Abies
<PACHECO, 1957).
— El ácido elágico se ha encontrado en las Rosáceas,
específicamente, en la subfamilia de Rosoideas, más
exactamente, en seis de las siete tribus que componen la
subfamilia. Está ausente en la séptima tribu, lo que hace
dudar de la relación de esta tribu con la subfamilia, por
otro lado, muy homogénea (BATE—SMITH, 1962). -
— En la actualidad, se están utilizando flavonas y
flavonoles en el reconocimiento de parentescos entre
híbridos <WEBBY et al., 1987), y en el establecimiento de
“huellas dactilares” de nuevos cultivares, para la
identificación y el registro de estos (VAN SUMERE et al.,
1985).
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2.8. APLICACIONES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA
2.8.1. Propiedades gustativas
Una característica interesante de algunas flavanonas y
dihidrochalconas es que poseen propiedades gustativas, siendo
dulces, amargas o agridulces. Por ejemplo, la naringina, la
poncirina, la neoeriocitrina y la neohesperidina son amargas.
Estos compuestos son los 7—0—neohesperidósidos de naringenina,
isosakuranetina, eriodictyol y hesperetina, respectivamente,
(siendo la neohesperidosa, la 2—O—a—L—ramnosil-q3—D—glucosa). Sin
embargo, los correspondientes rutinósidos, narirrutina, didimina,
eriocitrina y hesperidina son insípidos. La rutinosa es un
disacárido muy similar a la neohesperidosa; su estructura es
6-O—a-L-ramnosil—J3—D—glucosa. Por lo tanto, el punto de unión de
la ramnosa a la glucosa, en posición 2 ó 6, es determinante del
amargor o insipidez de estos compuestos <HOROWITZ, 1986).
Para establecer la relación entre sabor y estructura en
flavanonas y dihidrochalconas, las flavanonas naringina y
neohesperidina fueron convertidas en sus correspondientes
glucósidos de dihidrochalcona, mediante apertura del anillo e
hidrogenación catalítica de las primeras (HOROWITZ, 1986).
Sorprendentemente, las dihidrochalconas eran intensamente dulces.
La neohesperidina chalcona tiene un poder edulcorante1 10 veces
mayor que la naringina dihidrochalcona y del orden de 1000 a 2000
veces mayor que la sacarosa.
Dada la baja solubilidad de estos compuestos en medio ácido
y el regusto a licor que dejan en los alimentos, se están
introduciendo comercialmente otros derivados, como la 4’—NaO3S—
<CH2)3-hesperetina dihidrochalcona.
Existen muchos estudios que relacionan estructura con sabor;
y listas de flavonoides con diferentes patrones de sustitución,
y sus respectivos sabores: amargo, dulce o insípido. En ellas, se
comprueba que pequeños cambios en las moléculas, por ejemplo, en
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la naturaleza o posición de los azúcares y en los sustituyentes
de los anillos A o B, provocan grandes cambios en sus propiedades
gustativas (HOROWITZ, 1986; DICK, 1980).
2.8.2. Agentes antioxidantes
La actividad de los compuestos fenólicos depende de cuatro
factores principales! las diferencias evolutivas en la tolerancia
de los distintos organismos a estos compuestos; su estructura y
concentración; y su estado de oxidación. Los compuestos fenólicos
son oxidados por enzimas y oxidantes, presentes en el entorno, en
plantas, suelos, sedimentos, agua, y en el tracto digestivo de
herviboros y carroñeros. APFEL (1993) expone ejemplos de
sistemas, en los cuales, la actividad ecológica de los compuestos
fenólicos depende de su activación oxidativa. Así, afectan a
aspectos críticos de la supervivencia, crecimiento y reproducción
de organismos, como sus preferencias alimentarias, el
reconocimiento de huéspedes, la adquisición de nutrientes, la
resistencia a enfermedades, la depredación y el parasitismo y las
interacciones competitivas.
Para valorar la actividad de los compuestos fenólicos, se
emplean, in vitro, diversidad de condiciones oxidativas, en las
que los compuestos fenólicos manifiestan su efecto protector, por
inhibición o bloqueo de radicales libres o compuestos oxigenados
reactivos. En el caso de los flavonoides, hace mucho tiempo que
está reconocida su actividad antioxidante hacia una amplia
variedad de compuestos fácilmente oxidables <LARSON, 1988).
La síntesis de muchos flavonoides y otros compuestos
fenólicos se ve fuertemente afectada por la luz. Por ejemplo,
plantas de tabaco, sometidas durante su crecimiento a niveles
suplementarios de luz Uy, contienen una concentración de
compuestos fenólicos, aproximadamente, doble que la de las
plantas control (ANDERSEN y KASPERBAUER, 1971). Este aumento en
la concentración de compuestos fenólicos representa un mecanismo
de defensa de la planta frente al incremento de los procesos
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oxidativos, potenciados por la luz 1W.
Se ha medido la capacidad antioxidante de un grupo de
flavonoides en un sistema de ensayo, que contiene dos lípidos,
fácilmente oxidables: ácido linoleico y J3—caroteno (PRATT, 1976).
La actividad antioxidante se demostraba por la prolongación del
tiempo necesario para decolorar la mezcla de ensayo, en presencia
del antioxidante. Los compuestos que mostraron una actividad más
alta fueron flavonoles con tres grupos hidroxilo libres en las
posiciones 3’,4’,5’ del anillo B. También mostraron actividades
significativas, aunque ligeramente inferiores, los pentahidroxi—
aglicones quercetina y dihidroquercetin& el quercetin-3—
ramnósido, la ramnetina (tetrahidroxi-metoxi—flavona) y la
fisetina (tetrahidroxiflavona). La rutina <quercetin—3—
ramnoglucósido> y los flavonoides con menos de cuatro grupos
hidroxilo mostraron una baja actividad.
Otros estudios han demostrado que la quercetina y la
silimarina (complejo dihidroflavonol-derivado de lignano)
presentan una capacidad prácticamente igual de inhibir la
peroxidación de lípidos, en diferentes preparaciones microsomales
y mitocondriales (CAVALLINI et al., 1978).
TOREL et al. (1986) estudiaron la capacidad de varias series
de flavonoides como inhibidores de la autooxidación de una
emulsión de ácido linoleico y linoleato de metilo, a temperatura
ambiente y en la oscuridad. Detectaron la máxima actividad en
morina y kaempferol, y atribuyeron esta actividad a la capacidad
de donar un átomo de hidrógeno al radical peroxi, generado en el
proceso de autooxidación del ácido graso. Se ha demostrado
(BAUMANN et al., 1980> que algunos flavonoides actúan como
potentes inhibidores de las enzimas lipooxigenasa y
prostaglandina sintetasa, las cuales convierten ácidos grasos
poliinsaturados en derivados oxigenados más reactivos. Luteolina
y 3’,4’—dihidroxiflavona mostraron la máxima actividad
inhibidora. Los autores no establecen ninguna especulación sobre
el posible mecanismo de inhibición de estas enzimas.
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Varios flavonoides eliminan radicales hidroxi originados en
la fotolisis Uy de H202 <HUSAIN et al., 1987). La actividad
decrece en el orden: miricetina > guercetina > ramnetina > marina
~ diosmetina > naringenina > apigenina > catequina > 5,7-
dihidroxi-3’,4’,5’-trimetoxiflavona > robinina > kaempferol >
flavona. El aumento del número de grupos OH en el anillo B
incrementa la actividad. La presencia de OH en C3, o su
glicosilación, no incrementa ese efecto. Estas conclusiones
coinciden con las obtenidas en los procesos de autooxidación de
ácido linoleico y J3-caroteno (PRATT, 1976).
Cada vez, es más aceptada la teoría de que los flavonoides,
con su fuerte absorción en la región 11V de 300—400 nm, actúan
como filtros internos, para proteger a los cloroplastos y otros
orgánulos de los daños provocados por la luz 11V (CALDWELL et al.,
1983). Esta capacidad de filtración de la luz reforzarla su
acción antioxidante, proporcionando un alto nivel de protección
frente a sustancias oxidantes generadas, bien por la luz, bien
por el calor. Este efecto de filtro puede estar relacionado con
la variación de la concentración de flavonoides con la altitud
(Mc.DOUGAL y PARKS, 1984>. Así, en estudios realizados sobre el
contenido de flavonoides en especímenes de Quercus rubra,
localizados a distintas altitudes, dentro de los Apalaches,
demuestran que, en individuos situados a gran altura, predomina
el flavonoide miricetina, mientras en poblaciones que habitan en
cotas inferiores, kaempferol y quercetina son los más abundantes.
Esto refuerza la idea de que la miricetina, con tres hidroxilos
adyacentes, es uno de los antioxidantes más activos, dentro del
grupo de los flavonoides.
En cuanto a los ácidos fenólicos, cabe decir que todos los
compuestos ácidos que contienen grupos fenólicos, se comportan
como activos antioxidantes. Entre ellos, el ácido clorogénico, el
ácido fenólico más abundante en los vegetales, es también el más
antioxidante <¡-LAYASE y HATO, 1984).
Por otro lado, se ha demostrado el efecto protector de los
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ésteres del ácido caféico con esteroles y alcoholes
triterpénicos, aislados de semillas de Phalaris canariensis,
frente a la oxidación de ácidos grasos (TAKAJI y IIDA, 1980). De
manera parecida, el ácido ferúlico y sus ésteres con triterpenos
y esteroles presentan actividad antioxidante (YACí y OHISHI,
1979).
2.8.3. Colorantes naturales
Dentro de la industria alimentaria, se está difundiendo el
empleo de antocianinas, como colorantes naturales, que sustituyan
a los tintes rojos sintéticos (HARBORNE y GRAYER, 1988). El
problema de la utilización de las antocianinas, como colorantes
de alimentos y bebidas, es la inestabilidad de sus soluciones
frente a cambios de pH, o por acción de la luz y, especialmente,
la decoloración ocasionada por dióxido de azufre que se suele
añadir como conservante. Esta inestabilidad puede evitarse
haciendo reaccionar las antocianinas con compuestos carbonilicos,
como el acetaldehído que las estabilizan. Otra posibilidad es
utilizar antocianinas aciladas, más estables a la luz que los
glicósidos (TIMBERLAKE y HENRY, 1986).
El estudio de las antocianinas tiene especial interés en la
industria vitivinícola. Se ha demostrado la importancia del
análisis de estos compuestos en la diferenciación de los vinos
tintos, para determinar las variedades de uvas usadas en la
manufactura del vino, y para detectar la adición de colorantes
exógenos (RIBEREAU-GAYON, 1982).
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3. COMPUESTOS FENOLICOS EN EL GENERO EUCALYPTUS
Clasificamos la información disponible sobre composición
polifenólica del género Eucalyptus, teniendo en cuenta la parte
del árbol analizado, debido a que la naturaleza de los estudios
realizados es muy distinta según que se trate de madera y
corteza, o de hojas o de resma.
3.1. MADERA
Existen pocos estudios sobre la composición química de la
madera del género Encalyptus. La mayoría de ellos se refieren,
exclusivamente, a contenidos de cenizas, extractos totales,
lignina, celulosa y pentosanos. De estos estudios se deduce la
existencia de diferencias en la composición de las distintas
especies, entre árboles de una misma especie e incluso dentro del
mismo árbol (BLANO, 1985; PEREIRA, 1966).
La información disponible sobre componentes polifenólicos es
más escasa. En cuanto a ácidos fenólicos, se ha detectado la
presencia de ácido elágico y ácido gálico en E. sideroxylon
(HILLIS et al., 1974), E. globulus y E. regnans, así como de
trazas de ácido ciLorogénico en El. globulus (YAZAKI y tULLíS,
1976>. Les acompañan derivados metilados y glicosilados del ácido
elágico, junto a diversos elagitaninos.
Se ha desarrollado un método de valoración cuantitativa de
ácidos gálico y elágico en madera de E. globulus (CHARRIER et
al., 1992).
En cuanto a flavonoides, se ha citado la presencia de
catequina en E. sideroxylon (HILLIS et al., 1974), acompañada de
galocatequina en E. globulus, E. regnans y E. deglupta <YAZAKI y
HILLIS, 1976). También se ha detectado azfelequina en madera de
E. calophylla <HILLIS y CARIJE, 1960).
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3.2. CORTEZA
Se ha detectado la presencia de varios ácidos fenólicos en
corteza de diversas especies de Eucalyptus. Entre ellos, y
coincidiendo con los resultados de los estudios de madera, se
destacan los ácidos gálico y elágico en E. globulus y E. regnans,
y trazas de ácido clorogénico en E. globulus (YAZAKI y HILLIS,
1976).
Otro ácido identificado es el p-hidroxicinámico, que se ha
citado junto al ácido elágico en corteza de E. maculata (GELL et
al., 1958).
Existen estudios parciales sobre el contenido de
flavonoides, que han permitido identificar isosakuranetina y
leucopelargonidín-3-O-a-L—ramno—J3-D-glucopiranósido (MISHRA y
MISRA, 1980), naringenina y 7—metilaromadendrina (GELL et al.,
1958> en E. maculata; así como catequina y galocatequina en E.
globulus y E. regnans (YAZAKI y HILLIS, 1976).
Por otra parte, SHARMA y CROWDEN (1974) desarrollaron un
estudio comparativo sobre las antocianinas de diversas especies
de dos secciones: Macrantherae y Renantherae, del género
Eucalyptus. De sus resultados, se deduce que la antocianina más
frecuente, en todas las especies estudiadas, es el cianidin—3—
glucósido, acompañada del cianidin—3,5-diglucósido, en las
especies de la sección Macrantherae; y del delfinidin-3-
glucósido, en las de la sección Renantherae.
3.3. HOJAS
La información disponible sobre los flavonoides, presentes
en las hojas, es más abundante que la existente sobre los de
madera y corteza.
Como característica más destacada del género Eucalyptus, se
reconoce la presencia de flavonas C—metiladas en posiciones C6 y
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en la cubierta epicuticular de ceras <pruina) de las hojas de
diversas especies. Así, están identificadas eucaliptina (5-
hidroxi-7,4’-dimetoxi—6,8-dimetilflavona) en varias especies de
Eucalyptus <LAMBERTON, 1964; CERECER eL al., 1974) y 8—
desmetileucaliptina <5-hidroxi-7 ,4 ‘ —dimetoxi-6-metilflavona) en
la pruina de las hojas de E. torelliana y E. urnigera (HORN et
al., 1964>. El número de especies en las que se han encontrado
estos dos compuestos fue ampliado por COURTNEY eL al. (1983) que
identificaron eucaliptina en E. eximia, E. ela La, E. gummifera,
E. maculata, E. haemastoma, E. luehmanniana, E. youmanii y E.
michaeliana; mientras la 8—desmetileucaliptina se encontró
únicamente en E. michaeliana y E. youmanii.
Por otra parte, en E. sideroxylon fue detectada la presencia
de 5,4 ‘—dihidroxi-7-metoxi-6 , 8—dimetilfíavona <sideroxilina>
(HILLIS e 1501, 1965>. En estudios más recientes se identificó la
8,4’ -dihidroxi—7-metoxi—6-metilflavona (8-desmetilsideroxilina)
en la pruina de hojas de E. globulus, acompañada de pequeñas
cantidades de crisma <WOLLENWEBER y KOHORST, 1981).
Se han identificado algunos glicósidos de flavona <apigenin-
7-glucurónido, luteolín-7-glucósido y 7-glucurónido) en hojas de
E. camaldulensis, sólo en trazas (ABD-ALLA eL al., 1980>.
En cuanto al grupo de flavanonas, se han identificado, en
hojas de E. sieberi, tres flavanonas muy poco frecuentes en la
naturaleza: alpinetina, pinocembrina y 0,0—dimetilpinocembrina
(BICK eL al., 1972).
El aglicón de flavonol, más frecuentemente encontrado en
hojas de Eucalyptus, es la quercetina (ELKEIY eL al., 1964;
HILLIS, 1966; BANKS y tULLíS, 1969; BOUKEF st al., 1976). Los
glicósidos de flavonol más abundantes son los 3—glucósidos, 3—
ramnósidos, 3-rutinósidos y 3-glucurónidos de kaempferol (HILLIS
e ISOI, 1965; ABD-ALLA eL al., 1980), quercetina <HILLIS y
HINGSTON, 1963; ELKEIY st al., 1964; HILLIS e 1501, 1965; BOUKEF
st al., 1976; ABD—ALLA eL al., 1980; MANSOUR, 1986) y miricetina
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(HILLIS y HINGETON, 1963; ABD-ALLA eL al., 1980). OKAMURA st al.
(1993> describen la presencia de unos derivados acilados, con el
ácido gálico, de glicósidos de quercetina y kaempferol, en hojas
de E. camaldulensis.
Del grupo de los dihidroflavonoles, sólo cabe nombrar la
aromadendrina <dihidrokaempferol), encontrada en hojas de E.
tlocktoniae, E. salubris <HILLIS y HINGSTON, 1963) y E.
sidsroxylon (HILLIS e ISOI, 1965>.
En cuanto a los ácidos fenólicos, está descrita la presencia
de ácido elágico en hojas de E. globulus (OSAWA y NAMIRI, 1985).
3.4. “KINO”
El “kino” es un material resinoso, característico del género
Eucalyptus, en el que se han identificado:
- Sakuranetina, en E. calophylla (GANGULY y SESHADRI, 1961).
- Naringenina, en E. maculata <GELL st al., 1958).
- Aromadendrina, en E. calophylla <GANGULY y SESHADRI,
1961), E. corymbosa <HILLIS, 1952), E. hemiphloia <HILLIS y
CARLE, 1963).
- 7-metilaromadendrina, en E. citriodora (SATWAIJEKAR st al.,
1957) y en E. inaculata (GELL, 1958).
Sakuranetina, aromadendrina, 7—metilaromadendrina y 3—
metilaromadendrina han sido detectados también en árboles
enfermos de varias especies (E. citriodora, E. tereticornius, E.
globulus y E. pulvurulentus), lo cual se relaciona con las
funciones protectoras de estos compuestos (ECHEVERRI st al.,
1985, 1986>.
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III. MUESTRAS
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III - MUESTRAS
1. SELECCION DE MUESTRAS
Para la puesta a punto de los métodos de extracción y
análisis, se utilizaron muestras tipo de madera y corteza de
Eucalyptus globulus, procedentes de Galicia <sin especificación
del origen exacto), suministradas por el Laboratorio de Pastas
del Dpto. de Industrias Forestales del CIT-INIA.
El estudio se ha realizado con muestras de madera, corteza
y hojas de tres especies del género Eucalyptus: E. globulus, E.
camaldulensis y E. rudis. Las muestras fueron recogidas en
estaciones de dos regiones de la Península Ibérica, con
características edafoclimáticas muy diferentes, localizadas en
las provincias de Huelva y Pontevedra.
En Huelva, se seleccionó el arboreto de “El Villar”, donde
se cultivan ejemplares de las tres especies. No obstante, al
observar que la población de E. globulus estaba afectada de
phoracantha, únicamente se tomaron muestras de E. carnaldulensis
y E. rudis. El muestreo de E. globulus se tuvo que realizar en el
arboreto de “Bodegones” (La Soldana).
Todas las muestras de Pontevedra fueron recogidas en el
arboreto de “Lourizan”.
La figura 111.1. recoge las características fitoclimáticas
de las zonas de ensayo. Los datos proceden de las estaciones
meteorológicas más próximas a cada uno de los arboretos. Lourizan
y El Villar poseen estación metereológica propia, mientras la
estación más cercana a Bodegones es la del arboreto de Cabezudos,
contiguo a este. De acuerdo con la clasificación fitoclimática de
ALLUE (1990>, el arboreto de Lourizan pertenece al subtipo
climático nemoral VI(V); y los de El Villar y Bodegones, a los
subclimas mediterráneos 17V2 y 1V2-’1V4, respectivamente.
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ESTACIONES METEOROLOGICAS ESTUDIADAS:
PONTEVEDRA: LOURIZAN
HUELVA: CABEZUDOS. EL VILLAR
SUBTIPOS
FITOCLIMATICOS
<AL LUE,I99O)
OES E A T leOS
‘“<IV)
MC OIT EAA ANEOS
2 IV <¡II>
3 Y
1
<arborecí
4 ¡Y2
6 1V3
$ 1V4
7 IVIVII>
o ,vtví>2
20 VIVI>)
HEMOROMEDITER RANEOS
9 VICIVI
‘o ‘41<1v>2
II VIIIV)3
iZ VICIVI4
E MOROEST EPAR 0 $
13 VIÉVII)
HEMOR AL ES
4 ‘41(V)
~8 VI
OOREALOIOES
le VIII C\•I)
7 >1 <VIII)
A ATICO ID ES
le l~<lx)I
‘9 >‘
Situaci¿n de las ESIACiONES estudiadas en el mapa de SUB~EGIONES FiTOCUI-
MATICAS DE ESPANA (ALLUE ANDRADE1 1990) y climodiagramas correspondientes.
FACTORES ESTACIONES LOURIZAN CABEZUDOS EL VILLAR
1’. precipiLación anual 1703 752 749
p1. precipitación en cada mes (1)
A, per¡odo seco (meses) •
T, temperatura medía anual
medir en cIlmod
1,7
t4~
medir en clImodIo~.
5,0
17,70
medir efl cllmodioq.
43
I7,Z
t.. temperatura inedia de cada mes (O
~r. temperatura me~lia mensual más baja
Ti», temperatura media de las mínimas del mes dc media u,iis haja
medir en cílmod
8,90
. 8,20
medir en ctlinodIo~.
970
4,I~
medir en CIimodIog.
0,70
G,O~
Tui, temperatura mínima absoluta del período - 4,0 .7.00
¡Is, meses 4 helada segura (es, los que ‘Vm =O’) O O O
HP. meses de helada probable (en los que Tun > 0’ pero TM =0’> 3 3
t~, temperatura mcdi. mensual más att.
TM, temperatura media de las máximas del mes de media más alta
19 ,9
25,00 -
25,O~
34,90
Z6,1
0
34,00
‘V , t r t r áxima ab olula del período 37,0 46,0 44,0
Ose, media anual de la oscilación térmica diaria 9,00 13,00 12.80
DIAGNOSIS FITOCLIMATICA VI (y) ¡V2—¡V4 1V2
Figura 111.1: Fitoclimatología de las zonas de ensayo.
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En cada zona se seleccionaron, al azar, varios individuos de
cada especie, con características morfológicas semejantes. De
cada individuo se recogieron: corteza del tronco, arrancada
manualmente, y ramas completas, de las que se separaron las hojas
y la madera, libre de corteza. Se estudió la madera de ramas, en
lugar de la del tronco, por la imposibilidad de talar árboles
para la realización de este estudio.
Consideramos más representativa la corteza de tronco que la
de rama, ya que la diferenciación celular de la primera es mucho
mayor.
Para que el muestreo fuese lo más homogéneo posible, se
seleccionaron ejemplares de, aproximadamente, la misma edad, con
diámetro de tronco semejante y ramas accesibles. Este criterio no
pudo mantenerse con E. rudis de Pontevedra, cuyo escaso
desarrollo, debido a una deficiente aclimatación, obligó a
escoger ejemplares menos robustos y más jóvenes.
2. CARACTERIZACION DE MUESTRAS
2.1. CARACTERIZACION DE HOJAS. ANALISIS DE ACEITES
ESENCIALES
Conocida la importancia de los terpenoides, constituyentes
básicos de los aceites esenciales de las hojas, en la
quimiotaxonomia y la industria (VON RUDLOFF, 1969; CARMAN, 1992),
hemos considerado interesante la caracterización previa de las
muestras de hojas mediante el análisis de sus aceites esenciales.
Para la obtención de los aceites esenciales, las hojas
fueron destiladas, por cohobación, durante 3 h, en un aparato de
vidrio tipo Clavenger, como el prescrito por la Farmacopea
Europea. Los aceites esenciales obtenidos se analizaron por
cromatografía de gas (CG> y espectroscopia infrarroja (EIR).
El análisis cromatográfico se realizó con un cromatógrafo
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equipado con detector de ionización de llama y columna capilar de
50 m x 0,25 mm, con fase ligada de “Carbowax 2CM”; utilizando He
como gas portador, con un flujo, a través de la columna de 1,2
mí/mm. La temperatura de la columna se mantuvo constante a 70
0C durante 10 mm, elevándola a continuación hasta 230 0C, con un
gradiente de 2,5 0C/min. Las temperaturas del inyector y del
detector fueron 225 y 250 0C, respectivamente.
La identificación de los componentes de los aceites
esenciales se llevó a cabo por comparación de sus indices de
retención cromatográfica y de sus espectros IR con los de
patrones y/o los bibliográficos. Para la obtención de los
espectros IR, los componentes, presentes en los aceites en
concentraciones superiores al 0,5 %, fueron aislados, en estado
puro, por CG preparativa, utilizando un cromatógrafo equipado con
detector de conductividad térmica y columnas de 4 m x 30 mm,
rellenas de “Carbowax 2CM” al 10 % sobre “Chromosorb W”, en
condiciones de trabajo semejantes a las de CG analítica, a
excepción del flujo de gas portador que fue de 25 mí/mm.
2.2. CARACTERIZACION DE MADERAS. DETERMINACIONES QUíMICAS.
NORMAS
Para la caracterización previa de las muestras de madera, se
realizaron ensayos normalizados de determinación de humedad,
cenizas, solubilidades en agua fría y caliente, en sosa,
extractos en alcohol—benceno (1:2), y contenidos de ligninas,
holocelulosa y pentosanos.
El cuadro siguiente indica las normas utilizadas para cada
determinación.
.7.7
Determinación
Humedad Tappi-T-11 wd-76
Cenizas Tappi-T-15 wd-80
Solubilidad en agua fría Tappi-T-207 om-88
Solubilidad en agua caliente Tappi-T-207 om-88
Solubilidad en NaOH 1% Tappi-T-4 wd-75
Extracto en alcohol-benceno Tappi-T-6 wd-73
Ligninas Tappi-T-13 wd-74
Holocelulosa P. Trade J. 122 - n2235—43 <10—1—46>
Pentosanos Tappi-T-223 os—78
El esquema del proceso se representa en la figura 111.2.
MUESTRA
CENIZAS ALC-BEN
HUMEDAD
AGUA C. AGUA F.
AGUA C.
HOLOCELULOSA PENTOSANOS
Figura 111.2: Esquema de análisis químicos de caracterización de
maderas.
Los procedimientos utilizados se describen a continuación.
- HUMEDAD (Tappi-T-11 wd-76>
En pesasustancias, se pesan aproximadamente 2 g de
muestra. Se seca en estufa, a 100—105 0C, hasta pesada
constante. La humedad se expresa en porcentaje de muestra.
- CENIZAS (Tappi-T-15 wd-80)
El contenido de cenizas de una madera se define como el
residuo remanente después de la ignición a 575 ± 25 0C
durante tres horas, o más tiempo, si fuese necesario, para
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Norma
HUMEDAD SOSA
LIGNINA
consumir todo el carbón. Es una medida del contenido de
sales minerales de la madera, pero no siempre es
cuantitativamente igual a éste.
La determinación de las cenizas se realiza de la
siguiente forma: en cápsula de porcelana, se pesan
aproximadamente 2 g de muestra <con una precisión de 0,1
mg). La cápsula se introduce en la mufla a 300 0C hasta que
las muestras dejan de humear, y, a continuación, se eleva la
temperatura hasta 575 ±25 oc durante 3 h. El residuo que
queda en la cápsula debe ser blanco. Si está coloreado, se
añaden unas gotas de HCI concentrado para favorecer la
eliminación de materia orgánica residual, y se vuelve a
introducir en la mufla a 575 + 25 0C.
La cápsula se deja enfriar en desecador, y se pesa. El
porcentaje de cenizas se refiere al peso de muestra seca.
- SOLUBILIDADES
La solubilidad de la madera en agua se determina
habitualmente, después de la extracción con disolventes
orgánicos, como el alcohol o alcohol—benceno. El extracto
acuoso contiene sales orgánicas, azúcares, ciclitoles,
gomas, materiales pectinicos y galactanos, y, en el caso de
que la madera no haya sido extraída previamente, arrastra
también taninos y pigmentos.
El agua caliente hidroliza también polisacáridos y
otros componentes, e incrementa la solubilidad.
Las soluciones de álcali calientes extraen
carbohidratos de bajo peso molecular, formados
principalmente por hemicelulosas y celulosa degradada. La
solubilidad en sosa de la madera puede indicar el grado de
ataque por hongos, degradación por luz, oxidación, etc. que
ésta haya experimentado. Cuanto mayor es la degradación de
la madera mayor es su solubilidad en sosa.
A continuación, se exponen los métodos utilizados para
la determinación de cada una de estas solubilidades.
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1. EN AGUA CALIENTE (Tappi-T-207 om-88)
Se pesan aproximadamente 2 g de muestra en vaso de 250
ml (la precisión de las pesadas es de 1 mg). Se añaden 100
ml de H20, y se calienta en baño maria, a 100
0C, durante 3
h, agitando frecuentemente. Pasado este tiempo, se filtra la
muestra a través de un crisol con placa filtrante del n2 1
6 2, pesado previamente. El residuo filtrado se lava con 500
ml de agua caliente. El crisol, con el residuo, se seca en
la estufa a 100-105 0C, durante 24 h. Se enfría en un
desecador y se pesa.
La solubilidad se calcula por diferencia de pesada y se
expresa en porcentaje de muestra seca.
2. EN AGUA FRíA <Tappi-T-207 om-88)
Se pesan aproximadamente 2 g de muestra en matraz
redondo de 500 mí, y se añaden 300 ml de H
20 destilada. El
matraz se mantiene en agitación durante 48 h, a temperatura
ambiente. Después, se filtra la muestra a través de un
crisol con placa filtrante del n
9 1 o 2, pesado previamente,
y se lava el residuo con agua fría.
El crisol, con el residuo, se deseca en estufa a 100—
105 0C, durante 24 h. Se enfría en desecador, y se pesa. La
solubilidad, calculada por diferencia de pesada, se expresa
en porcentaje de muestra seca.
3. EN SOSA AL 1 % (Tappi-T-4 wd-75)
Se pesan aproximadamente 2 g de muestra (con precisión
de 1 mg) en vaso de 250 mí, y se añaden 100 ml de solución
acuosa de NaOH al 1 %. Se tapa con vidrio de reloj~ y se
calienta al baño maria a 100 0C, durante 1 h y con agitación
frecuente. La muestra se filtra a través de un crisol con
placa filtrante del n9 1 o 2, pesado previamente. El residuo
retenido en la placa, se lava con 50 ml de ácido acético 2
N para neutralizarlo, y con agua caliente. El crisol, con el
residuo, se deseca en estufa a 100—105 0C durante 24 h y,
posteriormente, se enfría en desecador y se pesa.
La solubilidad se calcula por diferencia de pesada, y
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se expresa en porcentaje referido al peso de muestra seca.
- EXTRACTOS EN ALCOHOL-BENCENO (1:2’~ <Tappi-T-6 wd-73)
El extracto en alcohol—benceno contiene ceras, grasas,
resinas y sustancias insolubles en éter, como “gomas” de
madera, y sustancias solubles en agua.
Para su determinación, se introducen 10—12 g de muestra
en el cuerpo intermedio de un extractor Soxhlet y se extraen
con etanol de 969—benceno (1:2), durante 6 h. El extracto se
trasvasa a un matraz de 250 ml pesado con anterioridad.
Se elimina el alcohol—benceno por destilación, y el
residuo semiseco se termina de secar en estufa a 100—105 2C
durante 1 h, teniendo cuidado de que no se queme. El matraz
con el residuo se seca en desecador y se pesa.
El porcentaje de extracto se refiere a peso de muestra
seca.
Para las determinaciones de lignina, holocelulosa y
pentosanos, las muestras deben haber sido extraídas previamente
con alcohol—benceno y agua caliente, como se indicó en el esquema
del método.
- LIGNINAS (Tappi-T-13 wd-74)
La madera contiene de un 20 a un 30 % de lignina, cuya
eliminación es el objetivo primordial de los procesos de
producción de pasta y blanqueo.
La lignina forma parte de la pared celular y de la
lamela media de la madera. Es un compuesto aromático, con
grupos metoxilo e hidroxilo, cuya estructura química no esta
bien elucidada.
Cuando la madera se trata con ácidos fuertes, los
hidratos de carbono se hidrolizan, quedando un residuo
insoluble de lignina. En este método de determinación, se
define la lignina Klason como el constituyente de la madera
insoluble en H
2504 al 72 %. Puesto que algunas de las
sustancias que forman parte de los extractos podrían
permanecer insolubles en el ácido, acompañando a la lignina,
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deben ser eliminadas previamente con disolventes adecuados.
Para valorar el contenido de ligninas, se aplica el
siguiente método. Se pesa 1 g de muestra en un vaso de 100
mí, se añaden 15 ml de H2504 al 72 % y se mantienen durante
2 h con agitación esporádica.
A continuación, se trasvasa la mezcla a un matraz de 2
1, con 560 ml de H20. Se hierve a reflujo durante 4 h
(hidrólisis de los azúcares unidos a las ligninas>. Hay que
tener cuidado, en la primera parte del proceso de
calentamiento, por la formación de espumas, que deben
eliminarse, por agitación, antes de colocar el refrigerante.
La muestra se filtra a través de un crisol con placa
filtrante del n~ 3, pesada previamente, y el residuo
filtrado <lignina Ríason) se lava con agua caliente hasta pH
neutro. El crisol, con el residuo, se deseca en estufa, a
100-105
0C, durante 24 h. Se enfría en desecador y s~ pesa.
El porcentaje de lignina, referido a madera seca sin
extraer, se calcula por la fórmula:
%~hx(%P) donde:
h = peso del residuo final del ensayo
= porcentaje de madera sin extractos
= peso de muestra seca
— HOLOCELULOSA (P. Trade J. 122 n9 2—35-43) (10-1—46)
Se define la holocelulosa como el conjunto de celulosa
y hemicelulosa. Para su determinación, se procede del modo
siguiente. Se pesan 5 g de muestra en un erlenmeyer de 250
mí, y se vierten sobre ellos 160 ml de H
20 destilada. La
mezcla se pone a calentar en baño maria estabilizado a 75—800C. Se le añaden 10 gotas de ácido acético glacial y 1,5 g
de clorito sódico (siempre en este orden). Se tapa el matraz
con otro erlenmeyer más pequeño, colocado en sentido
inverso.
Se agita periódicamente y, cada hora, se añaden nuevas
dosis de ácido acético y clorito sódico, hasta blanqueo de
la muestra (unos tres tratamientos).
Una vez finalizado este proceso, el matraz se enfría en
agua muy fría y la muestra se filtra a través de un crisol
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con placa filtrante del n9 1 ó 2, pesada previamente. El
residuo se lava sucesivamente con agua fría, un poco de
acetona y agua tría. El crisol, con el residuo, se deseca a
100-105 0C durante 24 h, se enfría y se pesa.
El porcentaje de holocelulosa <~ de residuo) se refiere
a muestra de madera seca y sin extraer.
Este proceso, en el que se genera dióxido de cloro, es
el empleado habitualmente para el blanqueo de la pasta de
celulosa, obtenida industrialmente.
- PENTOSANOS (Tappi T-223 os-78).
La madera contiene una cierta cantidad de hidratos de
carbono, no celulósicos, llamados hemicelulosa. La
hemicelulosa de maderas blandas <coníferas> está formada por
pentosanos (xilano y arabano) y hexosanos (manano y
galactano>; y la de maderas duras (frondosas) está formada
principalmente por pentosanos. Las maderas blandas contienen
de 7-10 % de pentosanos, y las duras, de 19-25 %.
El método empleado para la determinación de pentosanos
se basa en la hidrólisis de ellos a furfural, por
ebullición con HCl 3,85 N. El furfural se separa por
destilación, y se valora colorimétricamente con orcinol—
FeCl
3.
Los reactivos necesarios son:
— HCl 3,85 N (13,15 %>
— Reactivo orcinol: 0,4 g de orcinol y 0,5 g de FeCl3 en 100
ml de HCl 11 N (915 ml por 1>. Se guarda en frigorífico, y
no debe usarse pasadas dos semanas.
— Etanol al 95 %
- Xilosa
Se pesan 0,5 g de muestra en un matraz de fondo
redondo, y se le añaden 100 ml de HCl 3,85 N. Se adaptan un
refrigerante y un embudo de llave graduado al matraz, que se
calienta con una manta calefactora, de forma que la
destilación transcurra uniformemente, a una velocidad de 2,5
mí/mm.
El destilado se recoge en un matraz aforado inmerso en
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un baño de hielo. Durante la destilación, se van añadiendo,
mediante el embudo de llave, 25 ml de HCl por cada 25 ml de
destilado.
Se destila durante 90 mm, hasta obtener un volumen de
destilado de 225 1 10 ml. Se añade HCl 3,85 N al destilado,
hasta completar los 250 ml.
De estos 250 mí, se toman 5 mí, que se transfieren a un
matraz aforado de 50 ml y se les añade 25 ml del reactivo de
orcinol. Esta mezcla se agita y mantiene a 25 0C durante 1
h. Pasado este tiempo, el matraz de 50 ml se enrasa con
etanol y se deja otra hora a 25 0C, midiendo a continuación
su absorbancia a 630 nm en el colorímetro.
Para la preparación del blanco, se sustituyen los 5 mi
de destilado por 5 ml de HOl 3,85 N que se tratan igualmente
que la muestra.
La curva de calibrado se prepara previamente, a partir
de xilosa patrón. Para ello, se deseca la xilosa en estufa
a 60 0C, durante 4 h. Se pesan distintas cantidades de este
compuesto entre 10—loo mg, y se someten al proceso de
destilación, descrito anteriormente. Se mide el color de los
derivados de furfural obtenidos, a 630 nm, y se representan
las A,
530 frente a los mg de xilosa.
Por interpolación en la curva de calibrado, se
determina el contenido de xilosa de la muestra problema y,
con este valor, se calcula el % de pentosanos, mediante la
fórmula:
%Pentosanos— A
10W
donde:
A mg de xilosa en la muestra problema
Vi = peso seco de muestra problema
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IV. EXTRACCION
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IV. EXTRACC ION
1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
Son muchos los disolventes, puros o mezclados entre si,
citados en la bibliografía para la extracción de polifenoles. Su
elección suele estar condicionada por el tipo de extracción que
se pretenda realizar: generalizada o selectiva de distintos
grupos, según su polaridad. Los disolventes más empleados,
nombrados en el orden de mayor a menor frecuencia de utilización,
son: metanol, etanol, acetona, agua y soluciones acuosas
alcalinas; y tras ellos, otros disolventes menos habituales, como
hexano, benceno, THF, etc.
A. METAI4OL
Los métodos que utilizan este disolvente se pueden
clasificar en:
1) Métodos directos, en los que el MeOH se aplica
directamente sobre la muestra sin tratar.
2) Métodos indirectos, en los que la muestra se somete a un
tratamiento previo de eliminación de compuestos apolares
(grasas, ceras, clorofilas, etc.) que podrían enmascarar la
detección de polifenoles.
A.1. METODOS DIRECTOS
A.1.l. Extracción de hojas
Se pueden destacar los métodos descritos por MARTíNEZ
(1980), BICK eL al. (1972) y ADZET eL al. (1988), con fases
posteriores de purificación del extracto con éter de
petróleo.
En algunos casos, se utilizan mezclas binarias de MeOH
con otros disolventes: MeOH-H20 (4:1> (TOMAS-BARBERAN eL
al., 1968>; MeOR al 80 % <MCDOUGAL y PARKS, 1984); MeOH—HCl,
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para extracción de antocianidinas <MARKHAM, 1982> 0
hidrólisis simultánea (HASLER eL al., 1990).
A.1.2. Extracción de raíces
Está descrita la utilización de MeOH-H20 (8:2) (KHETWAL
eL al., 1988) para la extracción de polifenoles de raíces.
A.1.3. Extracción de corteza
YAZAKI y tULLíS <1976) y NISHINO eL al. (1987) utilizan
MeOH para la extracción de corteza de diversas especies.
A.l.4. Extracción de bulbos
SACHSE (1988) utiliza MeOH, al 70 %, para extraer
flavonoides de patata.
A.1.5. Extracción de flores
Está descrita la utilización de MeOH-HCl (SCHRAM eL
al., 1987) para la extracción de polifenoles de flores.
A.1.6. Extracción de madera
Los métodos más importantes, entre los descritos para
este tipo de material, son los de HILLIS eL al. (1974),
YAZAXI y HILLIS (1976), y TAXEDA eL al. <1977). Todos ellos
emplean MeOH puro.
A.1.7. Extracción de partes aéreas de Planta (sin
especificar
Han utilizado el MeOH: BONDARENKO eL al. (1981),
CARPENA eL al. (1980), EL-RONMOS y SIDHOM <1978), SAXUSHIMA
y NISHIBE (1988), BROWNING (1967), WELLS y BOHM (1988).
También se describen mezclas de MeOH-H20 <9:1) (MARKHAM,
1982, eL al., 1990) y (8:2) (MIJES, 1988).
A.1.8. Extracción de semillas
En este caso, está descrito también el empleo de MeOH-
HCl <MCMURROUGH, 1981) para la extracción de polifenoles de
semillas.
87
A.2. METODO INDIRECTO
Este tipo de procedimientos ha sido descrito para la
extracción de hojas (MARTINEZ, 1980) y de semillas (WOO,
1979), utilizando éter de petróleo para el desengrasado.
BOUKEF (1976) utiliza CHCl3, en lugar de éter de petróleo,
para la fase inicial de limpieza. En otros casos, el
desengrasado se realiza con mezclas de éter de petróleo y
éter etílico <1:1) (CARPENA et al., 1980).
B. ETANOL
Como en el caso del MeOH, se describen métodos directos e
indirectos <con fase previa de limpieza y desengrasado).
B.1. METODOS DIRECTOS
B.1.l. Extracción de hojas
Normalmente, el etanol se emplea en forma de mezclas
hidroalcohólicas, como EtOH al 80 % (ABD—ALLA eL al., 1980,
ISHIKURA eL al., 1976), al 70% (EL—GAMMAS.> y MANSOUR, 1986;
SALEH et al., 1988>, y al 60 % (BOUKEF eL al., 1976; BOYET
y JAY, 1989).
8.1.2. Extracción de frutos
ZHANG eL al. (1988> emplean EtOH absoluto para extraer
flavonoides de frutos.
B.1.3. Extracción de raíces
PIETTA eL al. (1983) utiliza EtOH, al 50 %, para
extraer polifenoles de raíces molidas.
8.1.4. Extracción de madera
Está descrito el empleo de EtOH, al 80 %, para la
extracción de polvo de diversas maderas exóticas (MARINI
BETOLO eL al., 1981>.
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B.1.5. Extracción de corteza
Para la extracción de polifenoles de corteza, se usan
tanto EtOH absoluto (MISHRA y MISRA, 1980) como EtOH al 70%
(SALEH eL al., 1988).
B.1.6. Extracción de partes aéreas de planta <sin
especificar~
Esta descrita la utilización de EtOH, sólo o mezclado
con otros disolventes, en frío y en caliente!
- EtOH sólo:
- En frío: ALBORNOZ (1980) utiliza EtOH al
95 %, mientras TOMAS—LORENTE eL al. (1981>
lo hacen con EtOR al 70 %.
- En caliente: Se han utilizado EtOH
absoluto <MARIGO, 1973) y EtOH al 95 %
(BONDARENKO, 1984; BROWNING, 1967).
- EtOH mezclado con otros disolventes: EtOH-AcOEt
<MARIGO, 1973>.
B.2. METODOS INDIRECTOS
BLOUIN y ZARINS <1988) desarrollaron un método para
extraer polifenoles de semillas, en el que el desengrasado
se lleva a cabo en dos etapas: la primera, con hexano; la
segunda, con éter de petróleo. La extracción tiene lugar con
EtOH al 70 %. En otros casos, sólo se realiza una fase de
limpieza con éter de petróleo <ARAUJO LIMA y POLONSKY,
1973>.
C. ACETONA
Está descrito el empleo de acetona pura para la extracción
de polifenoles de semillas <JERUMANIS, 1985> y hojas
(WOLLENWEBER, 1990; SCHILLING, 1988); así como de mezclas
acetona—agua para hojas (MUELLER-HARVEY, 1987), flores (Patente
de la Societé Civile d’Investigations Pharmacologiques
d’Aquitaine, 1975) o semillas (MCMURROUGH, 1981>.
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WOLLENWEBER (1981> utiliza acetona—éter de petróleo para
extraer compuestos fenólicos de hojas y ramas.
D. AGUA Y SOLUCIONES ACUOSAS ALCALINAS
D.1. Extracción de madera
ANTONOVSKII eL al. (1977) y LYUBANSKII eL al. (1981>
utilizan agua para la extracción de flavonoides de madera,
a distintas temperaturas y presiones.
D.2. Extracción de corteza
PARAJO eL al. (1983> y VAZQUEZ eL al. (1986) describen
el empleo de soluciones acuosas alcalinas para la extracción
de monómeros y polimeros de flavonoides.
D.3. Extracción de raíces
KATSURA y YAMAGISHI (1982) emplean una solución de NaOH
al 70 % para la extracción de muestras de raíces en polvo.
D.4. Extracción de hojas
El empleo de agua ha sido descrito por RWANGABO et al.
<1988) y STRACK (1978>.
D.5. Extracción de pieles de cítricos
PARK eL al. (1983) parten de pieles de limón molidas y
desengrasadas que extraen con H20 templada, a pH próximo al
pH natural de las pieles.
D.6. Extracción de partes aéreas de planta
BROWNING <1967) utiliza agua hirviente para la
extracción de polifenoles.
E. OTROS DISOLVENTES MENOS FRECUENTES
- HEXANO. MARKHAM (1982> describe el empleo de este
disolvente para la extracción de polifenoles poco polares.
También lo utilizan CERECER st al. <1974), YATAGAI y
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TARAHASHI (1984) y FERRERES eL al. (1986).
- TIfF. YUMIOKA (1986>.
- BENCENO-MEOH. SHIN eL al. (1982).
— CHCl3. MUES, (1988); TOMAS—BARBERAN et al. (1988>;
ECHEVERII eL al. <1985); BARBERAN et al. (1986).
— CH2Cl2. CRINS eL al. (1988).
- ETER DE PETROLEO. YAZAXI y HILLIS (1976); SCHAUFELBERGER
y HOSTETTXANN (1988); OKSUZ eL al. (1987).
- ACETATO DE ETILO.
- Sin desengrasado previo: MUES <1988)
- Con desengrasado previo: VERCRUYSSE eL al. (1985>;
MOUSTAFA eL a). (1984).
Respecto a las condiciones de extracción <temperatura,
relación sólido/disolvente, agitación, duración, etc.), es tal la
variedad de posibilidades que aparecen en la bibliografía, que no
es posible establecer ninguna condición como preferente. Lo mismo
ocurre en lo referente al tratamiento previo de la muestra. La
máxima variabilidad se ha encontrado en el caso de las hojas que
unas veces se extraen en estado fresco; otras, secas; y otras,
liofilizadas.
2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS
2.1. MOLIENDA Y TAMIZADO
Para los ensayos previos de extracción, la madera y la
corteza fueron troceadas, respectivamente, de forma mecánica y
manual. Posteriormente, la madera fue sometida a un astillado de
tipo cerilla, con un desfibrador de discos Sprout—Waldron,
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equipado con un disco de púas, modelo C—2976—I. La textura de las
fibras de corteza no permite la utilización de este desfibrador.
Las astillas de madera y los trozos de corteza se molieron
con un molino Baumuller (Nunrberg), mod. D-Mat/ Typ ECZF, F230,
con una placa de rejilla n2 3 (de 3 mm de diámetro de poro).
Para ciertos ensayos, las muestras molidas fueron tamizadas
a través de tamices C.I.S.A., de luz: 0.75, 0.46, 0.35, 0.28,
0.24 m/m, con ayuda de un agitador de centrífuga.
Para los ensayos sistemáticos, las muestras de madera y
corteza fueron troceadas mecánicamente y trituradas en el molino
Baumuller, sin astillado previo. Sin embargo, las hojas fueron
cortadas manualmente y molidas en un molino tipo “Turmix”. En
este caso, no se tamizaron las muestras, dada la escasa cantidad
disponible de algunas de ellas.
2.2. DETEEMINACION DE HUMEDAD
Como paso previo a la extracción, se determinó la humedad de
todas las muestras, de acuerdo con la norma Tappi T 208 om—89:
Se pesan 10 g de muestra, en un matraz de 500 mí, se añaden
200 ml de xileno—tolueno (195:5), y se destila la mezcla durante
4 h. El destilado está formado por una mezcla gaseosa azeotrópica
de xileno—tolueno y agua, que, al condensarse, se separa en dos
fases, orgánica y acuosa, que se recogen en un recipiente
graduado, situado entre el matraz y el refrigerante. La fase
acuosa, más pesada, se sitúa debajo, y su volumen puede medirse
directamente en ml con ayuda de la escala graduada. El porcentaje
de humedad se calcula a partir de esta lectura, multiplicando por
10.
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3. ENSAYOS PRELIMINARES DE EXTRACCION
Se ha seleccionado el metanol como disolvente de extracción,
ya que es el utilizado con más frecuencia en la bibliografía,
seguido por el etanol.
Los procedimientos de extracción, ensayados en primer lugar,
se basaron, fundamentalmente, en los empleados por MARTíNEZ
(1980), BICK eta). (1972), ADZET (1988>, COURTNEY st al. (1983),
MARKHAM (1982), HILLIS eL al. (1974), WOO (1979) y BOUKEF (1976>.
A partir de los métodos propuestos por estos autores, con ligeras
modificaciones, elaboramos dos procedimientos. El primero de
ellos se desarrolla en caliente, con una tase inicial de limpieza
de grasas, ceras, clorofilas, etc., mediante extracción con un
disolvente apolar, como el cloroformo o éter de petróleo, seguida
de la etapa de extracción de compuestos fenólicos, con MeOH o
mezclas de MeOH—H20. De la solución de “desengrasado”, se
recuperan los compuestos fenólicos que pudiesen haber ido
arrastrados, aplicando el método propuesto por COURTNEY st al.
(1986). El segundo método consiste en una extracción, en frío, de
las muestras sin tratar, con MeOH o mezclas de MeOH—H20.
3.1. EXTRACCION CON METAINOL, EN CALIENTE, PRECEDIDA DE
LIMPIEZA CON CHCl3
La figura IV.l recoge el esquema de este método. Su
característica más destacable es el tratamiento de extracción
sucesiva con disolventes de polaridad creciente (éter etílico,
acetato de etilo y butanol), a que se somete la fase acuosa 1 que
se origina tras la eliminación del metanol. De esta manera, se
pretende dividir el extracto en tres fracciones compuestas por:
aglicones fenólicos (que pasarían a la fase etérea); aglicones
muy polares y compuestos monoglicosilados (en la fase de acetato
de etilo); y compuestos poliglicosilados (en la fase butanólica).
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300 g de Madera
2,5 1 CHGl3 Soxhíer 24 h
Fase Clorof.
Concen.
5% vol.inic.
Filtración
Concen.
sequedad
Redisol.
Eta!! 962
Conge.
1 noche
Filtración
Conc en.
502 vol.inic.
Cong.
1 noche
Filtración
Sequedad
Redis.
EtOH 96%
Conge.
1. noche
Filtración
1 ceras
Fase Clorofor.
secado
sulfato sódico
anh.
sequedad
Madera
1 iMeO!! Soxhlet 12h -
Extracto metanálico A —
Madera
1 1 Hetanol-agua <1:1)
t~ ambiente 12h
Madera Extracto metanólico B —
1 ceras
grasas
1 ceras
grasas
Fase etérea 1
Ext. Bicarbonato 1
sádico 0,5 M 1
Fase etérea II Fase KHCO3
lavados
agua dest.
neutral.
HC1
Filtr.
Concen.
elimin.
MeO!!
centrif.
Filtr.
Fase acuosa 1
Extrac.
éter
Fase acuosa II
Ext.
AcOEt
7
Fase AcOEt Fase acuosa III
Ext.
BuOH
Fase BuOH Fase acuosa
final
Ext.
éter etílico
residuo Fase etérea III Fase KHCO3
Figura IV.1.: Esquema de extracción, en caliente, con MeO!!, con fase inicial
de limpieza con CHCl3.
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Los rendimientos obtenidos en este tipo de ensayo, referidos
a 100 g de madera seca, para las distintas fases del proceso de
extracción, son:
Fracción Rendimiento (%)
Fracción A+B 1,35
Fracción AcOEt a 0,22
Fracción AcOEt b 0,09
Fracción BuOH 0,38
Fracción etérea II 0,17
Fracción etérea III 0,05
Fracción acuosa final 0,41
Fracción clorofórmica 1,02
3.2. EXTRACCION, EN FRíO, CON METANOL
La figura IV.2 representa el esquema de este método. En este
caso, el extracto metanólico concentrado se divide en dos
fracciones, cada una de las cuales se somete a un proceso de
limpieza mediante extracción con éter de petróleo y cloroformo,
respectivamente. Por simplicidad, se han suprimido las etapas de
tratamiento de las fases clorofórmicas y de éter de petróleo, por
ser exactamente iguales a las representadas en el esquema del
método anterior de extracción en caliente, con fase inicial de
limpieza con CHCl3 (figura IV.1). El (*) indica que la
continuación del método seria igual que en el esquema anterior.
Las fases acuosas IVA y IVB, con un volumen mucho menor que
en el método anterior, no se concentraron para evitar
carbonizaciones o degradaciones.
Las fases etéreas A y E se someten al mismo tratamiento que
en el método anterior, es decir, a una extracción con una
solución de KHCO3 para separar los ácidos fenólicos del resto de
los polifenoles.
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300 g de madera
2,5 1 MeO!! t8 ambiente 3 días
Filtración
Reposo
Filtración
Concentración
Reposo
Centrifugación
Extracto metanólico 1
concentración
Adición
de agua
Fracción A
Extr. Eter de petróleo
Adición
de agua
Fracción E
Extr. clorof.
Fase acuosa lA
Extr. éter
etérea lA Fase acuosa tíA
Fase acuosa IB
Fase acuosa lIB
Extr. éter
1
Fase etérea IB
Ext .AcOEt Ext .AcOEt
Fase AcOEt Fase acuosa Fase acuosa Fase AcOEt
lIlA IIIE
Redis. BuOH Redis.BuOH
Bicarb.
sádico
0,05 14
Fase BuOH A Fase
acuosa IVA
Fase bicar.A Fase etérea líA
Fase Fase BuOH E
acuosa IVB
Fase etérea lIB Fase bicar.B
ECl
(0,5:1)
Ete r
Fase Fase
Etérea Bicar.
lIlA A
lavados
agua dest.
secado
sulfato sod.
anh.
¡ sequedad
lavados
agua dest.
secado
sulfato sod.
anh.
sequedad
HCí
(0,5:1)
Eter
Fase Fase
Etérea Bicar.
lITE E
Figura IV.2: Esquema de]. método de extracción con MeOH, en frío.
Fase
éter pet.
(*)
Fase
Fase
clorof.
(*)
Bicarb.
sódico
0,05 M
~1
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Los rendimientos de extracción, referidos a 100 g de madera
seca, se recogen a continuación:
Fracción
Fracción
Fracción
Fracción
Fracción
Fracción
Fracción
Fracción
Fracción
Fracción
Fracción
Fracción
metanólica
éter petróleo A
clorofórmica B
AcOEt A
AcOEt B
BuOH A
BuOH B
éter líA
éter lIB
éter lilA
éter IIIB
Rendimiento (%)
0,97
0,15
0,25
0,26
0,15
0,14
0,08
0,06
0,01
0,03
0,07
3.3. EXTRACCIONES SIMPLIFICADAS
Dada la complejidad de los métodos anteriores, y las
dificultades encontradas en las sucesivas extracciones con
disolventes de polaridad creciente, debidas, fundamentalmente a
las emulsiones que se formaban durante el proceso, se decidió
ensayar un nuevo método de extracción, muy simplificado, cuyo
esquema se expone en la figura IV.3.
El mayor contenido en compuestos fenólicos de la corteza y
su mayor densidad, que se traduce en un volumen, por unidad de
peso, prácticamente doble del de la madera, condicionaron el
establecimiento del tamaño de las muestras de corteza, que fueron
extraídas.
Los rendimientos de extracción de madera y corteza,
obtenidos por este método, son:
MUESTRA Extracto Rendimiento (%)
MADERA Extracto metanólico
Extracto clorofórmico
1,60
0,27
CORTEZA Extracto metanólico
Extracto clorofórmico
7,88
0,26
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300 g de madera
o
150 g de corteza
3 1 MeOH 602 Soxhlet 12 h
Extracto metanólico
Residuo seco
Fase clorofórmica
Eliminación
disolvente
Redisol. EtOH 96%
Congelación
1 noche
Filtración
Congelación
Recuperación
compuestos fenólicos
Eliminación disolvente
Extracción con cloroformo
Residuo insoluble en cloroformo
Figura IV.3: Esquema del método de extracción simplificado.
3.4. ENSAYOS SISTEMATICOS DE RENDIMIENTOS DE EXTRACCION.
En la bibliografía, existen muy pocos estudios sistemáticos
sobre la influencia de las condiciones de extracción sobre el
rendimiento y composición de los extractos. Podemos destacar los
de JULSUNEN y TAHVANAINEN (1989> sobre la influencia del método
de preparación de la muestra; y los de CAPEROS eL al. (1990> y
VAZQUEZ et al. <1986), sobre las distintas variables que
intervienen en los procesos de extracción. Por ello, decidimos
realizar una serie de ensayos sistemáticos de extracción de las
muestras tipo de corteza y madera de E. globulus, en distintas
condiciones de trabajo. Se pretendía realizar un análisis de la
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influencia de tres variables: tiempo, tamaño de partícula y
disolvente, sobre los rendimientos de extracción de las dos
muestras tipo. Como disolventes de extracción, se emplearon
mezclas de MeOH—H20, en distintas proporciones, cuya utilización
ya ha sido descrita para la obtención de polifenoles de madera y
corteza (YAZAKI y HILLIS, 1916; HILLIS eL al., 1974); y de hojas
(BOUKEF eL al., 1976; BICK eL al., 1972; YATAGAI y TAXAMASHI,
1984), de varias especies de Eucalyptus. Todas las extracciones
se han realizaron en frío (a temperatura ambiente) y en caliente.
1. Condiciones de extracción
Se han extraído siempre 5 g de madera o corteza, con 300 ml
de la mezcla de MeOH—H20 correspondiente.
Para las extracciones en caliente, se ha utilizado un
extractor Soxhlet, formado por un matraz de 500 ml y un cuerpo
extractor de 125 ml con cápsula interior, con placa filtrante del
n~ 1.
En las extracciones en frío, las suspensiones formadas por
el disolvente y la materia vegetal se agitaron inicialmente, para
conseguir un mejor contacto entre el sólido y el líquido, pero el
resto del tiempo de extracción se mantuvieron en reposo. La
separación del extracto y el sólido residual se realizó por
filtración a vacio.
2. Elección de los valores de las variables estudiadas
Como hemos indicado anteriormente, se han realizado dos
grupos de extracciones: con madera y con corteza. En ambos casos,
se han estudiado, por separado, las condiciones de extracción en
caliente y en frío. Para cada una de las variables, objeto de
estudio, se trató de seleccionar tres valores, de forma que el
central fuese la media aritmética de los de los extremos. Esta
condición se pudo mantener con el tiempo de extracción, para el
que se eligieron los valores de 4, 8 y 12 h; y con el disolvente,
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para el que se seleccionaron mezclas de MeOH—H20, con 40, 60 y 80
% de MeO!-!. Para el tamaño de partícula, no se pudieron encontrar
tres valores que cumpliesen esta condición. Por ello, se han
seleccionado las muestras que atraviesan el tamiz de luz ¡A =
0,75 mm que son recogidas en el de L2 = 0,46 mm <t, = 0,59 mm);
y las que atraviesan el tamiz de luz Li = 0,35 mm que son
recogidas en el tamiz de luz L2 = 0,28 mm (t~ = 0,31). El tamaño
de partícula t~, se ha calculado por la fórmula:
= LlxL2
Los niveles se recogen en la siguiente tabla:
Composición del disolvente (% MeOH> 40 60 80
Tiempo de extracción (h) 4 8 12
Tamaño de partículas (mm) 0,31 0,59
3. Determinación del rendimiento de extracción
Después de eliminar el disolvente de cada extracto por
destilación a vacio, se determina el rendimiento de extracción
como porcentaje en peso del residuo seco de extracto, referido a
muestra seca de partida.
Los resultados de los rendimientos de extracción se reúnen
en las tablas IV.1 y IV.2:
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Tabla IV.1: Rendimientos de ensayos sistemáticos de extracción de
madera.
Tamaño part.<mm) 0,59 0 • 31
Z MeO!-! 40 60 80 40 60 80
En
Frio
t(h)
4 0,795 0,844 0,983 1,040 1,182 1,096
8 0,907 1,042 1,031 1,062 1,223 1,122
12 1,006 1,013 1,172 1,062 1,254 1,137
En
Caliente
t<h)
4 1,810 1,639 1,482 2,206 1,843 1,843
8 1,964 1,172 1,593 2.324 1,993 1,647
12 2,111 1,999 1,696 2,389 2,030 1,853
Tabla IV.2: Rendimientos de ensayos sistemáticos de extracción de
corteza
Tamaño part. 0,59 0,31.
ZMeOH 40 60 80 40 60 80
En
FrIo
t(h>
4 6,721 6,621 5,813 5,993 6,073 5,913
8 6,776 7,239 6,445 6,236 6,526 5,928
12 7,039 7,442 7,297 6,904 6,582 6,110
En
Caliente
t<h)
4 9,397 8,571 8,002 8,439 7,132 6,913
8 10,010 9,026 8,515 8,458 7,582 1,304
12 10,454 9,147 8.619 8,902 8,491 7,595
Del análisis de estos resultados, puede deducirse que:
a) Tanto en madera, como en corteza, las extracciones en
caliente permiten obtener mayores rendimientos que las que
se realizaron en frío.
b) En frío, el comportamiento es complejo. Al analizar
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conjuntamente tiempo y tamaño de partículas, se observa que
no se produce gran aumento del rendimiento extractivo al
disminuir el tamaño de partículas; incluso, en el caso de
corteza cuya contextura es más fibrosa, el rendimiento es
menor al disminuir el tamaño de partículas. Esto hace pensar
que los fenómenos de sedimentación que se producen en
ausencia de agitación, pueden dificultar el contacto sólido—
liquido y reducir el rendimiento de extracción.
Para confirmar esta conclusión, se realizaron una serie
de ensayos de extracción en frío a 12 h, empleando un tamaño
de partículas todavía menor, que corresponde a la materia
que atraviesa el tamiz de luz 0,24 mm, y que llamamos
“harina” de madera o corteza. En este caso, la suspensión se
agitó esporádicamente para evitar el problema de
sedimentación. Los resultados obtenidos son:[% MeO!-!MaderaCorteza 40 60 801,849 2,113 1,9817,477 8,088 8,455
Este aumento de los rendimientos confirma la tendencia
esperada de acuerdo con el aumento de la superficie de
contacto sólido/liquido, al disminuir el tamaño de las
partículas, siempre que una suficiente agitación elimine los
problemas ocasionados por los fenómenos de sedimentación.
En cuanto al efecto de la polaridad del disolvente
<diferentes proporciones de MeOH-H20) en la extracción, se
observa un mayor rendimiento de extracción con disolventes
de polaridad media, tanto en corteza como en madera, a
excepción de la muestra de madera de tamaño de partícula
0,59 mm.
c> En caliente, no obstante, las tendencias están
completamente definidas. En todos los casos, el rendimiento
disminuye al aumentar el porcentaje de MeOH. Esto hace
pensar que al calentar estamos aumentando la solubilidad de
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ciertos grupos de componentes muy polares, como pueden ser
celulosa y taninos, los cuales contribuyen al peso de
extracto, pero carecen de interés para nuestro estudio.
De estos ensayos, se derivan una serie de consideraciones:
1) Aunque los rendimientos de extracción son más altos en
caliente, es posible que el calentamiento provoque degradaciones,
o afecte a la estabilidad de los compuestos polifenólicos que se
pretende extraer.
2) El hecho de que los rendimientos de extracción, en caliente
sean mayores para el porcentaje de 40 % de MeOH, no implica que
se obtenga una mayor concentración de los componentes
polifenólicos de interés, que son más solubles en MeOH que en
H20. Cabe pensar que el empleo de MeOH al 80 % permitiría una
extracción selectiva de polifenoles frente a otros tipos de
compuestos más polares y, a la vez, mayoritarios en la materia
vegetal de partida.
3> No se puede sacar una conclusión definitiva respecto al tamaño
de partículas, aunque quizá sea conveniente trabajar con los
tamaños más pequeños posible.
Con el fin de determinar el contenido polifenólico de los
extractos obtenidos con los distintos procedimientos, se realizan
nuevas extracciones en frío y caliente, a 12 y 24 h,
respectivamente, con proporciones de MeOH de 40 % y 80 %, de
acuerdo con el esquema de la figura íV.4:
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Madera 5 g
Harina
Corteza 2,5 g
MeO!! 40 Z
Filtración
Extracto
300 ml disolvente, temperatura ambiente
24 h agitación esporádica
ó
12 h calentando en Soxhlet
MeO!! 80 %
Extracto
250 ml
Eliminación del HeOH en
rotavapor, a menos de 30 oc
Vol, final enrasado
150 ml <sol. acuosa)
250 ml
Vol, final enrasado
50 ¡nI. (sol, acuosa)
iSmí 15m1
Análisis Residuo
químicos seco
Fenoles Rto
totales
120 ml
Liofilizar
Redisolución
CLAR
40 ml 5m1 5 ml
Liofilizar Residuo Análisis
seco químicos
ChAR Rto Fenoles
totales
Figura IV.4: Esquema de extracción en frío
valorar el rendimiento polifenólico.
En estos nuevos métodos, se han
y en caliente,
introducido
modificaciones con las que se pretende:
— Uniformizar los ensayos, para facilitar el cálculo de los
para
unas
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rendimientos, tomando 250 ml de solución filtrada de la que
se elimina el MeOH, por destilación a vacio.
— De la solución acuosa resultante, se toma una fracción,
para determinar el rendimiento de extracción.
- Otra fracción se utiliza para la aplicación del método de
Folin-Ciocalteu, de determinación de fenoles totales.
- El resto se somete a liofilización, para facilitar su
conservación hasta su análisis por CLAR. La necesidad de
eliminar el disolvente orgánico, como paso previo a la
liofilización, obliga a concentrar hasta volúmenes
diferentes los dos extractos: hasta 150 mí, el extracto de
MeOH al 40 %; y hasta 50 mí, el de MeOH al 80 %.
Para valorar el contenido polifenólico de estos extractos se
aplicaron los métodos siguientes:
1. Método de determinación de fenoles totales de Folin-ET
1 w
92 408 m
489 408 l
S
BT

Ciocalteu
Se aplicará el método de valoración de fenoles totales
de Folin—Ciocalteu, tal como se describe en el apartado de
valoración cuantitativa (ver apartado VIII.1.1.>.
II. Análisis por CLAR de los extractos
Una pequeña porción del liofilizado, obtenido con estas
extracciones, se analiza por CLAR, como se describe en el
apartado correspondiente (ver apartado VI.4.3.).
Se valora también el efecto de distintos disolventes
utilizados en la redisolución del liofilizado: MeOH o MeOH
al 80 %. Asimismo, se estudia la posibilidad de obtener la
fracción polifenólica, por extracción del liofilizado con
éter etílico, para eliminar el problema de emulsiones en las
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extracciones liquido-liquido.
Los rendimientos obtenidos en las nuevas extracciones y 105
contenidos de fenoles totales de los extractos, se reúnen en la
tabla IV.3:
Tabla IV.3: Resultados de los ensayos de extracción para la
determinación de la relación rendimiento/contenido polifenólico.
Muestra Temperat. 2 MeO!! t(h) Rend.Z
total
Rend.Z
liof.
Fenoles
tot.*
Madera
Frío 40 24 4,926 3,374 6,1
Caliente 40 12 3,125 2,528 9,4
Frío 80 24 2,248 2,875 1,3
caliente so 12 2,871 2,865 7,6
Corteza
Frío 40 24 10,787 9,281 29,3
Caliente 40 12 12,402 13,139 40,7
Frío 80 24 9,651 11,729 27,3
caliente 80 12 9,095 10,563 24,1
(*) El contenido en fenoles totales
materia seca, calculados en quercetina.
está indicado en mg/g de
Analizando estos resultados, se comprueba que un mayor
rendimiento extractivo no tiene por qué coincidir con un mayor
contenido polifenólico. Esto es evidente en el caso de la madera.
En la corteza, los compuestos cuya solubilidad aumenta al
extraerse con MeOH 40%, y que contribuyen a un mayor contenido en
fenoles totales, deben ser taninos y, por lo tanto, polifenoles
de alto peso molecular, que no son objeto de este estudio.
En cuanto a los resultados de los análisis de los extractos
por CLAR, se puede concluir que:
— Respecto a la composición de los extractos, en frío y en
caliente, no se observan diferencias en el caso de madera,
106
mientras en corteza hay variación de la altura relativa de
los picos, correspondientes a los distintos componentes, en
ambos tipos de extracto. En el extracto en caliente, se
aprecia una degradación de los elagitaninos, cuyos picos se
reducen considerablemente, mientras el pico del ácido
elágico experimenta un fuerte aumento.
— No existen diferencias entre los extractos en MeOH al 40
% o al 80 %, ni en madera ni en corteza.
- La redisolución del liofilizado de corteza, en MeOH al 80
%, parece aumentar la concentración de compuestos con un
máximo de absorción a 280 mu (fundamentalmente
proantocianidinas>, con respecto a la redisolución en MeOH
al 40 %. Sin embargo, no se observan diferencias en el caso
de madera.
— La extracción con éter del liofilizado no da buen
resultado, pues, con ella, se consigue un proceso de
redisolución de la muestra total y, en ningún modo, una
extracción selectiva.
Tras el análisis de los resultados en el estudio comparativo
de los distintos métodos de-extracción, consideramos conveniente
seleccionar las siguientes condiciones:
1> Extracción en frío: dado que nuestro interés se centra
más en preservar la estabilidad de los polifenoles que se
pretende extraer, para permitir su posterior identificación,
que en aumentar el rendimiento extractivo, lo cual
facilitarla alguna alteración de la estructura química de
los compuestos de interés.
2> Utilización del disolvente MeOH-H20 <80:20): para
facilitar la extracción selectiva de los compuestos
polifenólicos frente a los componentes mayoritarios
(hidratos de carbono, taninos) en cada material vegetal.
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3) Selección de tamaño de partícula: más pequeño posible,
con el fin de aumentar la superficie de contacto
sólido/liquido.
4) Adición de un paso de extracción liquido—liquido con
éter: dado el cáracter de componentes minoritarios que
presentan los polifenoles monoméricos, objeto del estudio,
en la madera, corteza y hojas, consideramos conveniente
realizar un paso de extracción con éter, con la intención de
obtener una fracción etérea rica en dichos componentes. El
mal resultado conseguido en la extracción directa sobre el
liofilizado, determina la necesidad de realizar la
extracción líquido-liquido, pese a los inconvenientes de las
emulsiones.
3.5. METODO DEFINITIVO DE EXTRACCION
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, el método de
extracción definitivo seleccionado, es el recogido en la figura
IV.5. Cabe comentar que:
— En la extracción de hojas, durante el proceso de
concentración, aparece un precipitado (posiblemente ceras,
-clorofilas y grasas> que se separa por filtración, antes de
la extracción con éter. El análisis de este precipitado
demuestra la ausencia de polifenoles y, por eso, no se toma
en consideración.
— En algunos casos, la extracción con éter etílico generaba
unas fuertes emulsiones. La adición de NaCí facilitó su
eliminación, pero, al disolverse en la fase acuosa,
imposibilitó el cálculo del porcentaje de liofilizado.
El estudio, objeto de la Tesis, se centra en el análisis de
las fases etéreas, en las que se encuentran la casi totalidad de
los polifenoles de bajo peso molecular.
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MADERA (10 g)
CORTEZA (5 g)
HOJAS (10 g>
300 ml MeOfl-H20 (80:20)
t
8 ambiente 24 h
Filtración
Extracto metanólico
— 30 ml
Sequedad 250 ml
Rendimiento
5 ml
Concentración en rotavapor
a menos de 30 0C para eliminar HeO!!
Extracto acuoso (50 mí)
45 ml
Determinación
Fenoles totales
Fase
Eliminar
éter
acuosa
Liofilizar
(Filtración en caso de hojas)
Extracción con éter (3 x 20 mi)
Fase etérea
Secado
sobre NazSO
4 anh.
Eliminación disolvente
Residuo
Redisolución en MeO!!
CCF y ChAR
Figura IV.5: Esquema definitivo de extracción
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ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS POR
CROXATOGRAFIA EN CAPA FINA
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y. ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA
FINA
1. INTRODUCCION
La cromatografía en capa fina (CCF) es una técnica
analítica, ya largamente utilizada para el análisis de compuestos
fenólicos. Existen muchos trabajos generales sobre esta técnica
(RANDERATH, 1965; STAHL, 1969; TOUCHSTONE y DOBBINS, 1976;
KIRCHNER, 1978> y algunos específicos, referidos a su aplicación
al estudio de compuestos fenólicos (MARKHAM, 1975; RIHEREAU-
GAYON, 1969).
La CCF es un procedimiento más sensible que la cromatografía
en papel <de 10 a 100 veces, según los casos), por lo que permite
realizar análisis con menores cantidades de muestra. Presenta
también la ventaja de posibilitar el empleo de gran cantidad de
soportes y de sistemas eluyentes, así como de un desarrollo mucho
más rápido. Presenta, por el contrario, como desventaja, la
dificultad de reproducir los valores de Rf por la variabilidad de
condiciones ambientales.
Es especialmente útil en las siguientes aplicaciones:
— La separación e identificación de compuestos
fenólicos, mediante el empleo de distintos eluyentes y
reveladores, y su comparación con el comportamiento de
patrones. No obstante, las conclusiones que se obtienen
con esta técnica, no pueden considerarse como
definitivas, sino simplemente como apoyo a otras
técnicas.
— Aislamiento de compuestos fenólicos.
— Seguimiento de fraccionamientos por cromatografía en
columna , así como de reacciones de hidrólisis o de
metilación.
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Los soportes más utilizados son la celulosa, la sílice y las
poliamidas. La diversidad de eluyentes aplicables es muy grande,
pudiéndo seleccionar, en cada caso, el más adecuado para el grupo
de compuestos a separar. Al igual que la cromatografía en papel,
esta técnica admite desarrollos mono y bidimensionales.
La observación de las manchas en la placa cromatográfica
puede hacerse, según la naturaleza de los compuestos estudiados,
directamente a la luz visible, bajo luz ultravioleta (LIV) o, en
ambos casos, tras el empleo de un revelador.
2. APLICACION AL ESTUDIO DE COMPUESTOS FENOLICOS. ANTECEDENTES
BIBLIOGRAFICOS
2.1. SOPORTES
Como ya indicamos, son tres los tipos de soporte más
ampliamente utilizados para el análisis por CCF. A continuación
se describen con cierto detalle.
2.1.1. Gel de sílice
Existen diversos tipos de gel de sílice, comercializados con
o sin indicador de fluorescencia. Entre ellos, lbs más
frecuentemente utilizados son la gel de sílice G y la gel de
sílice G60 F254.
Es, quizá, el soporte para el que están descritos una mayor
variedad de eluyentes. Entre ellos, cabe destacar los siguientes:
- Mezclas de CHCl3 y MeOH, con H20 o ácidos (MARKHAM, 1982;
MARTíNEZ, 1980; ADZET eL al., 1988; MARUHENDA y ALARCON DE
CASTRA, 1987; SCHAUFELBERGER y HOSTETTMANN, 1988; MARKHAM eL
al., 1990); o con otros disolventes: CHCl3-Me2CO-HCO2H
(9:2:1) <MUES, 1988); CHCl3—AcOEt—HCO2H (7:4:1) (BICK eL al.,
1972).
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- Mezclas de AcOEt con H20, ácidos o NEC (metiletilcetona)
(SCHAUFELBERGER y HOSTETTMANN, 1988; FICARBA st al., 1984;
MUES, 1988; SACESE, 1988; HEINLER st al., 1990>.
- Acido acético con metanol y agua <HEIMLER, 1986).
— Mezclas en las que el tolueno es el componente
mayoritario: con cloroformo y acetona (SACHSE, 1988); con
cloroformo-acetona-ácido fórmico (VERCRUYSSE st al., 1985);
con acetona-ácido fórmico (LEA st al.,, 1979); con ácido
fórmico y acetato de etilo (MARTíNEZ, 1990); con ácido
fórmico y formiato de etilo (MUES, 1988); con AcOH o dioxano
y AcOH <TOMAS BARBERAN st al.,1988).
— Mezclas donde el benceno es el componente mayoritario: con
piridina y ácido fórmico (MUES, 1988; MARTíNEZ, 1980); con
AcOEt (GHOSH st al., 1987); con AcOEt y acetona <ECHEVERRI
st al., 1985); con AcOEt—AcOH (TOMIMORI et al., 1984).
- n-AcOBu-HCO2H-H20 (MARGHIERI, 1980).
2.1.2. Celulosa
Su empleo ha evolucionado considerablemente, gracias al
desarrollo de celulosas microcristalinas. Se han utilizado tanto
para desarrollos monodimensionales, como bidimensionales.
a) Desarrollos monodimensionales
Los eluyentes más utilizados son las mezclas de butanol—
ácido acético-agua, en diversas proporciones (MARKHAM, 1982;
MIJES, 1988; SACHSE, 1988; VAN GENDEREN st al., 1983), y ácido
acético más agua (MARKHAM, 1982; MARUHENDA y ALARCON DE CASTRA,
1987; MUES, 1988; ADZET st al., 1988; WEISSENBOCK st al., 1987).
También son citados frecuentemente los eluyentes constituidos por
CHCl3—AcOH—H20 (SACHSE, 1988; MARKHAM, 1982; WEISSENBOCK st al.,
1987), por isopropanol-amoníaco-agua (GOMEZ-CORDOVES st al.,
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1978), y por ¡<Cl al 20 % en H20 (FERNANDEZ DE SIMON,
u) Desarrollos bidimensionales
Están citados los siguientes eluyentes:
l~ Dimensión 2~ Dimensión Referencia
AcOH glacial - H20
(2:98)
BuOH-AcOH-H20
(60:15:25)
MUELLER-HARVEY
eta). <1987>
Alcohol isoamílico-
AcOH—H20 <2:1:1)
AcOH-H20
<6:94)
MC.MURROUGH
(1981)
Alcohol isoamílico-
AcOH—H20 (2:1:1)
ACOH 2 % LEA et al.
(1979)
tBuOH-AcOH-H20
(3:1:1)
AcOH 15 % MUES (1988)
tBuOH-AcOH-H20
<5:4:1) fase superior
HCO2H 5 % SOEMID (1978)
AcOH 30 % AcOil 60 % MARTÍNEZ
(1980)
HCO2H 2 % Alcohol n-amilico-
AcQH—H20 (10:6:5)
OZSMTANSKI
<1984)
AcOil 1 % CHCl3-AcOH-H20
<2:1:1)
HAILLY y
RABOANARY
(1984)
nBuOH-ACOH-H20
(4:1:5) fase superior AcOH 30 %
ADZET et al.
<1988)
RANDERATH
(1962)
MARKHAM (1982)
2.1.3. Poliamida
Se ha descrito la utilización de mezclas de:
- MeOH-H20-AcOH <MARKHAM~ 1982; HARBORNE,
- H20—MEC--EtOH-acetilacetona (MARTINEZ,
MeOR-acetilacetona (MUES, 1988; MARKHAM,
1980), o H20-MEC-
1982).
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1990).
1985).
- AcOEt-MEC-HCO2H-H20 (MUES, 1988).
- Tolueno—MeOH-MEC—acetilacetona (SOHILLINO y PANERO, 1988;
MUES, 1988).
— Mezclas de benceno y tolueno con éter de petróleo, NEC o
MeOH (WOLLENWEBER y KOHORST, 1988; MUES, 1968).
2.2. REVELADORES
Ciertos compuestos fenólicos pueden ser observados
directamente en las placas, puesto que presentan coloración a la
luz visible. Entre ellos, destacan las antocianidinas y
antocianinas, las auronas y las chalconas.
Por otra parte, muchos de ellos desarrollan coloraciones
variables bajo luz 0V, tanto luz de Wood <366 rna), como de
longitud de onda corta (254 nm), en la cual algunos son
fluorescentes. Los fenómenos de fluorescencia se intensifican si
la observación se realiza a baja temperatura, en N2 liquido. Por
ejemplo, algunos ácidos benzoicos que no son visibles a la luz 0V
a temperatura ambiente, presentan una fuerte fluorescencia azul
si se sumergen los cromatogramas en N2 liquido (RIBEREAU-GAYON,
1969).
No obstante, a pesar de esta posibilidad de observación con
luz Uy, en muchos casos es necesaria la utilización de
reveladores, porque incrementan la sensibilidad en la detección
de las manchas, cuando las muestras están poco concentradas o
cuando se buscan compuestos minoritarios o no fluorescentes.
También pueden aportar información sobre la estructura de los
compuestos.
Los reveladores de los compuestos fenólicos, objeto de este
estudio, se pueden clasificar en:
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1. Ionizantes:
— Amoniaco. Si se aplican vapores de amoniaco sobre la
mancha, se producen cambios en la fluorescencia, que
pueden ser observados bajo luz UV de 254 6 366 nm
<MUES, 1988; MABRY et al., 1970; MARTINEZ, 1980).
— Carbonato sódico. Se trata de una solución de Na2CO3
al 10 %, en H20, aplicable en gota o mediante
pulverización. La observación se efectúa a la luz
visible y con luz Uy.
II. Quelantes:
— Reactivo A de productos naturales, de Neu: Solución
metanólica del éster f3-aminoetílico del ácido
difenilbórico. La pulverización de la placa, con este
reactivo, conduce a la formación de complejos
irreversibles con flavonas y flavonoles (NEU, 1957;
MUES, 1988). En algunos casos, se recomienda una
segunda pulverización con una disolución metanólica de
polietilenglicol (MARTINEZ, 1980).
- MCL. Se utilizan soluciones de AlCl3 en agua
(MARRHAM, 1982), o en MeOH <MARTINEZ, 1980). La
observación de la placa, después de aplicar el
revelador, se puede realizar con luz Uy o visible.
— Acetato básico de plomo. Este reactivo está
especialmente recomendado para los ácidos cinámicos y
los aldehídos fenólicos (GOMEZ-CORDOVES et al., 1978).
La observación de las coloraciones, obtenidas con este
reactivo, se realiza a la luz Uy.
- FeCí, en EtOH (RIEBEREAU-GAYON, 1968; ECHEVERRI et
al., 1985; ABD—ALLA et al., 1980).
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III. Oxidantes:
— FeCl,—K,Fe(Ctfl6. Esta mezcla origina una coloración
azul con todas las sustancias fenólicas.
IV. Reveladores basados en reacciones de copulación con
sales de diazonio:
- p—Nitroanilina diazotada, con Na2CO3 al 15 %. Está
recomendada para ácidos fenólicos <JANGAARD, 1970;
ALIBERT, 1973).
- Acido sulfanílico diazotado (MARKHAM, 1982).
Reacciona con compuestos que presentan grupos hidroxilo
fenólicos libres, dando manchas amarillas, naranjas o
rojas.
V. Reveladores basados en reacciones de condensación con
aldehídos:
— Vainillina clorhídrica (MUELLER-HARVEY et al., 1987;
MARKHAM, 1982) o sulfúrica <GARCIA-VALLEJO, 1973). Son
reveladores generales de productos naturales, que se
utilizan también como reveladores de fenoles, siendo la
primera más específica de catequinas y
proantocianidinas <flavanonas y dihidroflavonoles
reaccionan más lentamente).
— Catec¡uina en acetona/H,S04. Se emplea como reactivo
revelador de aldehídos (VILLECHENQUSE et al.., 1976).
VI. Otros:
— Reactivo de Benedict. Está formado por dos soluciones
acuosas, una de citrato sódico y carbonato sódico y
otra de sulfato de cobre. Colorea de amarillo las
manchas de 1lavonoides (MUES, 1988; ABD—ALLA st al., 1980).
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— 2.3—dibromoguinona clorimina. Reacciona con fenoles,
originando coloraciones azul-verdosas (RIBEREAU-GAYON,
1968; GARCíA-VALLEJO, 1973).
- NaBHJHCl y Zn/HCl. Se usan para la detección de
flavanonas y dihidroflavonoles, respectivamente <ABO—
ALLA et al., 1980). La mezcla Mg/HCl <Test Shinoda)
reacciona también con ambos grupos, dando coloración
rojo oscuro <MARKHAM, 2982).
3. APLICACION DE CCI’ AL ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS DEL
GENERO EUCALYPTUS. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
El soporte más frecuentemente descrito en los trabajos sobre
polifenoles, en el género Eucalyptus, es la gel de sílice. Sobre
ella, se han utilizado los siguientes sistemas de desarrollo y
reveladores:
- Benceno-AcOEt-Acetona <7:1:1), revelando con vapor de 12
o con FeCl3 etanólico (ECHEVERRI et al., 1985). Se utilizó
para el aislamiento de flavanonas y dihidroflavonoles de
Eucalyptus enfermos.
- CHCl3—EtOAc-HCO2H (5:4:1>: para el fraccionamiento de
extractos de madera de E. síderoxylon (HILLIS st al., 1974).
- CHCl3-EtOAc-HCO2H (7:4:1) o MeOH-CHCl3-éter de petróleo
<2:4:7), y revelado con p-nitroanilina diazotada y SbCl3 en
CHCl3: para la separación de flavanonas de E. sieberí (BICK
st al., 1972).
- Eter-cloroformo (2:3), revelado con Ce<N03)3.NH4NO3 al 2 %,
en H250,, al 1 %: para la identificación de eucaliptina en las
hojas de E. citriodora (CERECER st al., 1974).
— Tolueno—MEC <9:1), revelando con Reactivo A de Neu
(WOLLENWEBER y KOHORST, 1981).
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Está también descrito el uso de poliamida con:
- Tolueno-éter de petróleo <100-140 9C)-metilcetona-MeOH
(30:90:12:1,5)6(60:30:15:5); tolueno—dioxano—MeOH <80:10:
10), revelado con el reactivo A de Neu.
4. METODOLOGíA
4.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE FLAVONOIDES
4.1.1. Ensayos preliminares
Para la puesta a punto del método de CCF, se utilizaron
patrones de flavonoides, seleccionados por su presencia en
diversas especies del género Eucalyptus:
— Encontrados en hojas del género Eucalyptus: crisma
<WOLLENWEBER y KOHORST, 1981); quercetina, hiperósido,
rutina <BOUKEF st al., 1976); isoquercitrina, quercitrina
(BOUKEF et al., 1976; ABD-ALLA st al., 1980); pelargonídína,
cianidina, delfinidina (SHARMA y CROWDEN, 1974); luteolin-7-
glucósido (ABD-ALLA et al., 1980); pinocembrina <BlOC st
al., 1972); cianidin-3-galactósido, cianidin-3-rutinósido,
cianina, kuromanina (ABD-ALLA st al., 1980).
— Encontrados en cortezas del género Eucalyptus: cianidin—3—
galactósido, cianidin—3—rutinósido, cianina, kuromanina
(ABD—ALLA st al., 1980; ECHEVERRÍ st al., 1985).
— Encontrados en maderas del género Eucalyptus: catequina
<YAZAKI y HILLIS, 1976; HILLIS st al., 1974).
- Encontrados en kinos del género Eucalyptus: naringenina
(ABD—ALLA eL al., 1980; ECHEVERRÍ et al., 1985).
Está descrita la presencia de glicósidos de kaempferol,
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apigenina, miricetina y luteolina en hojas del género Eucalyptus
(ABD-ALLA et al., 1980). Sin embargo, estos compuestos no están
disponibles comercialmente; por ello, hemos ensayado sus
correspondientes aglicones, que podrían obtenerse por hidrólisis
de estos glicósidos, presentes en los extractos naturales. Para
completar la información relativa al grupo de flavonoles, hemos
incorporado también kaempferol-7-neohesperidósido y fisetina, de
los que existen patrones comerciales.
Dado que flavanonas, dihidroflavonoles y proantocianidinas
son los flavonoides mayoritarios en madera y corteza <WOLLENWEBER
y DIETZ, 1981), dentro de este estudio hemos incrementado el
número de compuestos de estos grupos, incluyendo hesperetina,
hesperidina, naringina y eriodictyol, comprendidos en el grupo de
las tíavanonas; taxifolina, como dihidroflavonol, y epicatequina
como precursor de las proantocianidinas.
La presencia de C—metil—flavonas, poco frecuentes <y no
disponibles comercialmente) en el género Eucalyptus <CERECER y
SANTOS, 1974; COURTNEY eL al., 1983), nos indujo a estudiar el
comportamiento de la vitexina, una C—glícosil—flavona, con el fin
de determinar si el enlace C—C produce algún efecto especial en
la separación cromatográfica.
Por último, hemos utilizado flavona y flavanona para deducir
el comportamiento del esqueleto molecular de los flavonoides.
Todos estos patrones <ver Apéndice 1 de nomenclatura
I.U.P.A.C. y de la procedencias de patrones comerciales) se
prepararon disolviendo 2 mg en un ml de MeOH.
Puesto que nuestro interés en la CCF se centra en su
aplicación como técnica de apoyo para las identificaciones, hemos
prestado especial atención a las relaciones estructura/Rf y
estructura/color. Existen trabajos previos sobre relaciones
estructura/Rf, que utilizan distintos soportes: poliamida
<WOLLENWEBER, 1982), gel de sílice (MARTÍNEZ, 1980) y sílice
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modificada <HEINLER, 1986). No obstante, no son estudios
generales, sino que se refieren a grupos limitados de
flavonoides, no representativos de todas las variedades
funcionales. La información relativa a las relaciones
estructura/color es muy escasa.
En este trabajo de puesta a punto, se han utilizado las
siguientes condiciones:
1) Placas de CCF. Se prepararon, en nuestro laboratorio,
placas de 20 x 20 cm, con un espesor de capa de 0,25 mm, de
los siguientes tipos:
- Placas de gel de sílice. Se mezclaron 25 g de
Kieselgel G60PF254.366 <Merck) con 80 ml de agua
destilada. Después de extender el adsorbente sobre la
placa, ésta se deseca en estufa a iio
0C durante 15-20
mm.
— Placas de celulosa. Se mezclaron 15 g de Sigmacelí
microcristalina, tipo 20, de tamaño de partícula 20 pm
(Merck), con 60 ml de agua destilada y 0,2 g de
indicador de fluorescencia F
25,, para CCF Merck. Las
placas se desecan en estufa, a íío oc.
Se utilizaron cubetas Camaq tipo estándar.
2) Eluventes y desarrollos. Se emplearon diferentes sistemas
eluyentes, dependiendo del soporte:
— Para placas de sílice, se utilizaron dos mezclas
eluyentes: CHCl3-MeOH (93:7) (ADZET et al., 1988) y
acetato de etilo-NEC-ácido fórmico-agua (50:30:10:10>
(RANDERATH, 1962; MUES, 1988; FICARRA st al., 1984).
— Para placas de celulosa, se han llevado a cabo
desarrollos monodimensionales con AcOH al 20 %
<MARKHAM, 1982), y desarrollos bidimensionales con la
fase superior de la mezcla nBuOH-AcOH-H20 (4:1:5)
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(BAW), para la primera dirección, y AcOH al 30 %, para
la segunda <ADZET st al.., 1988; MUES, 1988; MARKHAM,
1982).
3) Reveladores. Se han empleado los siguientes reactivos:
— Reactivo A de Neu: Se utilizaron soluciones
metanólicas del éster j3-aminoetilico del ácido
difenilbórico de 98 % de pureza <NEU, 1957). Se ha
descrito la utilización de soluciones del reactivo en
MeOH, desde 0,3 % (MUES, 1988) y 0,5 % <WOLLENWEBER,
1982) hasta 1% <MARKHAM, 1982; SCHMID, 1978; SACHSE,
1988). Se probó el rango completo, observándose que el
0,6 % era una concentración suficiente para detectar
los patrones. Una vez pulverizada con el reactivo, la
placa se observa bajo luz UV de 254 nm. Se ha
comprobado que aumenta la intensidad de los colores de
las manchas tras una segunda pulverización con una
solución al 2 % de PEG <polietilenglicol) 4000 en MeOH
<MARTÍNEZ, 1980). También se han obtenido buenos
resultados con soluciones de PEG 1000 en e]. mismo
disolvente y a la misma concentración.
— Vapores de NL. Se pulveriza la mancha o la placa con
amoníaco <MARTINEZ, 1980; SACHSE, 1988; VAN GENDEREN st
al., 1983; WEISSENBOCK st al.., 1987). Se han expuesto
las placas a los vapores procedentes de una solución de
NH4OH al 25 %. Como el efecto del. NH3 desaparece
rápidamente, se ha llevado a cabo la exposición
introduciendo un recipiente lleno de reactivo en la
cámara de DV.
— Reactivo de Benedict (REZNIK y EGOER, 1961). Este
reactivo está compuesto por dos disoluciones: la
solución 1 (17,3 g de citrato sádico y 11,7 g de
carbonato sádico, disueltos en 10 ml de agua destilada)
y la solución II <1,73 g de sulfato de cobre, en 10 ml
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de agua destilada). El reactivo completo está compuesto
por 9 partes, en volumen, de la solución 1 y 1 parte de
la solución II.
- Vainillina-H.,SO, <GARCÍA-VALLEJO, 1973). Se preparó
una solución que contenía 1 % de vainillina en EtOH al
96 %, a la que se añade 2 % de H2S04 concentrado,
inmediatamente antes de la pulverización. Después, las
placas se calientan en una estufa a 120 oc, durante 5—
10 mm y se observan las manchas a la luz visible.
— Vainillina-HO]. <MUELLER-HARVEY, 1987). Se trata de
una solución, recientemente preparada, que contiene 10
g de vainillina en 100 ml de una disolución 12M de HO].
(HO]. al 37 %). Tras la pulverización, las placas se
trataron como se ha indicado en el punto anterior.
- 2.6-dibromopuinona clorimina <GARCIA-VALLEJO, 1973).
Se prepara una solución de 2,6—dibromoquinona clorimina
al 0,5 % en EtOH del 96 %. Tras la pulverización con
este reactivo, las placas se expusieron a vapores de
amoniaco, y se observaron bajo luz Uy.
- Acetato básico de Plomo (GOMEZ-CORDOVES et al.,
1978). Las placas se pulverizan con una - solución
comercial al 25 %. Las manchas se hacen visibles bajo
luz DV.
Los valores de Rf, obtenidos para aglicones y glicosidos,
respectivamente, en CCF monodimensional sobre placas de gel de
sílice y celulosa, con los eluyentes arriba descritos, se
muestran en las tabla V.1.
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Tabla V.1: Valores de R, para flavonoides.
Gel de sílice Celulosa
Flavonoide 51 52 S3
AGLICONES
Flavanona 0,71 0,96 0,70
Pinocembrina 0,74 0,96 0,69
Naringenina 0,60 0,96 0,68
Sakuranetina 0,70 0,96 0,65
Isosakuranetina 0,73 0,96 0,65
Hesperetina 0,69 0,96 0,66
Eriodictyol 0,48 0,96 0,65
Flavona 0,86 0,96 0,66
Orisina 0,72 0,96 0,00
Apigenina 0,55 0,96 0,16
Luteolina 0,40 0,96 0,13
Kaempferol 0,55 0,96 0,10
Quercetina 0,35 0,96 0,08
Miricetina 0,17 0,96 0,04
Fisetina 0,31 0,96 0,13
Taxifolina 0,32 0,96 0,73
Catequina 0,05 0,96 0,73
Epicatequina 0,05 0,96 0,66
Pelargonidina 0,00 0,73 0,49
Cianidina 0,00 0,73 0,00
Delfinidina 0,00 0,60 0,27
GLICOSIDOS
Naringina 0,00 0,43 0,93
Hesperidina 0,00 0,41 0,93
Vitexina 0,00 0,58 0,35
Luteolín—7—glucósido 0,00 0,63 0,20
Kaempferol—7-neohesperidósido 0,00 0,38 0,54
Isoquercitrina 0,00 0,80 0,56
Hiperósido 0,00 0,74 0,52
Quercitrina 0,00 0,69 0,69
Rutina 0,00 0,45 0,75
Kuromanina 0,00 0,58 0,59
Cianidin—3—galactósido 0,00 0,53 0,56
Oianidín—3--rutinósido 0,00 0,46 0,72
Cianina 0,00 0,24 0,76
Sí = CHOl3—MeOH (93:7); S2 = AcOEt—MEK—HOO2H—H20 (50:30:10:10); S3
- AcOH 20%.
Asimismo, la figura VA. es el resultado de la superposición
de cromatogramas bidimensionales individuales de cada patrón, en
placas de celulosa.
[
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1. Crisma 2. Luteolina
3. Apigenina 4. Kaempferol
5. Fisetina 6. Quercetina
7. Miricetina 8. Isosakuranetina
9. Eriodictyol
10. Sakuranetina (++)
11. Hesperetina (--3
12. Naringenina (• •3
13. Pinocembrina (-.3
14. Taxifolina 15. Catequina
16. Epicatequina 17. Delfinidina
18. Cianidina 19. Luteolln-7-gluc.
20. Vitexina 21. Hiperósido
22. Kaempferol-7-neohes.
23. Isoquercitrina 24. Rutina
25. Quercitrina 26. Naringina
27. Hesperidina
28. Cianidin-3-galac.
29. Cianina 30. Ruromanina
31. cianidln-3-rutinésido
Figura V.l: Cromatoplaca bidimensiona]. sobre celulosa, resultado de la
superposición de cromatoplacas individuales de patrones.
Por último, la figura V.2 muestra la distribución deáreas
de los diferentes grupos de flavonoides en un cromatograma
bidimensional sobre celulosa.
1. Aglicones de flavona
2. Aglicones de flavonol.
3. Aglicones de flavanona y
dihidroflavonol
4. Antocianidinas
5. Catequinas
6. Glicósidos de flavona
7. Glicósidos de flavonol
8. Glicósidos de flavanona
9. Antocianinas
Figura V.2: Diagrama esquemático de las áreas de distribución de los
diferentes grupos de flavonoides en una cromatoplaca bidimensional de celulosa.
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A continuación, se exponen los resultados obtenidos con cada
uno de los tipos de placas antes descritos.
1. Resultados en placas de gel de sílice
1) Oon CHCL—MeOH (93:7), eluyente de baja polaridad, se
cumplen las reglas de interacción entre los grupos activos
de la sílice y los grupos polares de las moléculas: cuanto
más polar es el compuesto, mayor es la retención. Por tanto:
a) Al aumentar el número de grupos hidroxilo <crisma
1 apigenina 1 luteolina; pinocembrina 1 naringenina ¡
eriodictyol) disminuye el Rf, debido al incremento de
la retención.
b) La metilación de grupos hidroxilo <naringenina 1
sakuranetina) disminuye la polaridad de la molécula, y
aumenta el R~ como consecuencia de la reducción de la
retención. La introducción de un grupo metoxilo implica
un efecto similar a la pérdida de un hidroxilo en la
misma posición; pero el Rf del compuesto metoxilado no
es exactamente igual al del isómero no sustituido.
c) La eliminación de un grupo hidroxilo en 03
<transición flavonol-flavona) disminuye la polaridad.
Esto es evidente para el caso de quercetina—luteolina
(el Rf aumenta), pero no se cumple tan claramente para
el caso de kaempferol—apigenina (con el mismo Rf). Esto
último puede ser debido a que el hidroxilo en C3
contribuye a la adsorción en menor medida que el resto
de los hidroxilos, probablemente, debido a su
interacción con el carbonilo en C4•
d) El grupo hidroxilo en 05 presenta un comportamiento
diferente a los de los hidroxilos que se encuentran en
otras posiciones, como consecuencia del puente de
hidrógeno, generado entre aquél y el carbonilo. Ello
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provoca un descenso en la polaridad de la molécula, así
como una disminución de su capacidad para ser
adsorbida, lo que determina un incremento del Rf
(quercetina ¡ fisetina). La metilación del hidroxilo en
O~ restaura dicha capacidad, y el 1% disminuye.
e) Las antocianidinas y todos los glicósidos presentan
Rf=O, por su gran polaridad y baja solubilidad en este
eluyente.
II) Acetato de etilo-MEO-ácido fórmico-agua <50:30:10:10
>
Dada la alta retención que presentaron antocianidinas y
glicósidos en el eluyente anterior, se ensayó esta nueva
mezcla de mayor polaridad, con la cual los aglicones <a
excepción de las antocianidinas) emigran con el frente del
eluyente. Del comportamiento de los patrones con este nuevo
eluyente, se deduce que:
a) Las antocianidinas no siempre cumplen las reglas
conocidas. La delfinidina (6 OH) muestra un Rf menor
que la cianidina <5 OH), por su mayor polaridad. Sin
embargo, cianidina y pelargoñidina <4 OH) presentan
valores de Rf semejantes.
b) Los diglicósidos resultan más fuertemente retenidos
que los monoglicósidos, como se deduce de la
comparación de los valores del Rf de la rutina con los
de quercitrina, isoquercitrina e hiperósido; y los de
la cianina y cianidín—3—rutinósido, con los
correspondientes de kuromanina y cianidin—3—
galactós ido.
c) El azúcar unido al aglicón influye en la polaridad
de la molécula y, por lo tanto, en su R~. Así, los
glucósidos tienen mayores 1% que los galactósidos; y
estos, a su vez, que los ramnósidos (isoquercitrina ¡
hiperósido ¡ quercitrina).
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2. Resultados en placas de celulosa
1) Desarrollos monodimensionales. No es posible obtener
conclusiones acerca de la relación entre Rf y estructura, de
manera análoga al caso de las placas de gel de sílice. El
eluyente utilizado con la celulosa es más polar que el usado
con la sílice. Sin embargo, se observa que:
a) Un aumento en el número de grupos hidroxilo
incrementa la retención, igualmente que ocurría con la
gel de sílice, excepto en el caso de las tres flavonas
estudiadas.
b) La metilación de los grupos hidroxilo provoca un
efecto opuesto sobre los valores de Rf, que en la gel
de sílice, aunque la variación es más pequeña.
c) La presencia de un OH en C5 disminuye el Ef
(fisetina 1 quercetina), al contrario de lo que ocurria
en la gel de sílice.
d) La desaparición del doble enlace entre C2 y C3
disminuye la retención. Este efecto puede comprobarse
comparando los valores de Rf de Elavonas y E lavanonas,
como grupos completos, y de parejas de flavona y
flavanona con el mismo patrón de hidroxilación
(apigenina 1 naringenina; crisma ¡ pinocembrina;
luteolina ¡ eriodictyol). También puede apreciarse al
comparar los Ef de flavonoles y dihidrotíavonoles
<quercetina ¡ taxifolina).
e) El efecto de la glicosilación es contrario al
obtenido en la sílice. Hay un aumento del Rf al pasar
del aglicón al monoglicósido; y de éste, al
diglicósido.
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II) Desarrollos bidimensionales. Se ha utilizado la fase
superior de la mezcla de n-BuOH-AcOH--H20 (4:1:5), para la
primera dimensión; y ácido acético al 30 %, para la segunda.
Es importante notar que, dada la forma de preparación del
primer eluyente, es difícil reproducir exactamente las
condiciones entre ensayos, y, por ello, los valores del Rf.
Las manchas de los flavonoides, con estos eluyentes,
aparecen en regiones de la placa bidimensional, similares a
las predichas en la literatura para t-BuOH-AcOH-H20 (3:1:1)
y AcOH al 15 % <MIJES, 1988; MARKHAM, 1982). No obstante, en
nuestro caso, se han obtenido mayores desplazamientos en la
segunda dimensión.
La posición de las manchas en la placa bidimensional
puede proporcionar información acerca de los grupos de
flavonoides presentes en el extracto vegetal. El desarrollo
bidimensional parece ser un buen método de separación para
todos los grupos funcionales ensayados, a excepción de las
flavanonas, que muestran valores de Rf muy semejantes.
3. Resultados del revelado
1) Sobre placas de sílice. Las tabla V.2 muestra los colores
obtenidos, para los diferentes flavonoides con los
reveladores antes descritos. La observación bajo luz DV (254
nm) y los revelados con el Reactivo A de Neu, amoniaco y
reactivo de Benedict no aportan suficiente información para
la identificación de los diferentes flavonoides. No se
obtienen cambios de color con el Reactivo A de Neu, ni con
el amoníaco bajo luz Uy; y el reactivo Benedict da lugar a
colores amarillos inespecíficos.
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1Tabla V,2: Revelados de flavonoide en placas de gel de silice con losreactivos de pulverización.
Flavonoide UV254 Rl R2 R3 R4 RS
AG L.ICOHES
Flavanona Ho Ho Mo - Ro -
Pinocernbrina Am-Ma Am Am - Ro Mo
Haringenina Am-Ma Am-Ma Ant-Ma - Ro Az~
Sakuranetina Am-Ha Am-Ma Am-Ma - Ro Az
Isosakuranerina Am-Ma Am-Ma Am-Ma Am Ro Ho
Hesperetina Am-Ma Am-Ma Am-Ma - Rs Az
Eriodictyol Am-Ma Am—Ma Am-Ma Am Mo-Ha Az-Or
Flavona Mo Mo Mo - - -
Crisma Mo-Ma Am-Ma Ma Am Am Ho-Az
Apigenina Am-Ha Am Am Am Am Az0
Luteolina Rs-Ha Ha-Ro Rs-Ha Am Am-Ha Az-Gr
Kaempferol Rs-Na Rs Rs-Ha Am Ha Az-Or
Quercetina Ha Ha Ma Ha Am-Ha Az-Gr
Miricetina Ma Ha Ma - Ha Am-Gr
Fisetina Am-Ma Ha Am-Ma Ha Am-Ha Az-Gr
Taxifolina Ma Rs Ma Am Ha Am-Gr
Catequina Ma Am-Ma Am-Ma Am Ro Am-Ve
Epicatequina Ma Am-Ma Am-Ma Am Ro Am-Ve
Pelargonidina Rs-Ma Mo Rs-Ma Ha Ro Rs-Am
Cianidina Ro-Mo Mo Ro-Mo Az Ro Rs
Delfinidina Mo-Ma Mo Mo-Ha - Ro Mo
GLICOSIDOS
Haringina Ma-Ha Rs Az - Ha Am-Gr
Hesperidina Ma Am Az - Ha -
Vitexina Ha—Ma Am - - Rs Am
Luteolin-7-glucósido Am-Ma Ha Am-Ma Am Rs -
Kaempferol-7-neohesperi. Ma Ha Ma-Mo Am Am Am
Isoquercitrina Ha-Ma Ha-Ha Ma-Mo Am Am-Ha Ve-Am
Hiperósido Ma Ha-Ha Ma-Mo Am Am-Ha Ve-Am
Quercitrina Ma Ha Ma Am Am-Ha Am-Gr
Rutina Am-Ma Am-Ma Am-Ha Am Ha-Ve Az-Gr
Ruromanina Mo-Ma Az Ma-Mo Az Rs-Mo Mo-Gr
Cianidin-3-galactósido Mo-Ma Az Ma-Mo Az Rs-Mo Mo-Gr
cianidln-3-rutinósido Mo-Ma Az Ma-Mo Am Rs-Mo Mo-Gr
Cianina Mo-Ma Az Ma-Mo Az Rs Mo
Rl = Reactivo A de Heu + PEG; R2 = HE3; R3 = Reactivo de Benedict; R4 —
Vainillina-H2S04; RS = 2,6-dibromoquinona clorimina.
Am = amarillo; Az = azul; Gr = gris; Ma = marrón; Mo = morado; Ha = naranja;
Ro = rojo; Rs = rosa; Ve = verde; = claro; fluorescente.
Los reveladores que proporcionan identificaciones
positivas son:
a) Reactivos de vainillina. La vainillina—H2S04 da
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buenos resultados que permiten el establecimiento de
diferentes grupos:
— Flavonas: amarillo para aglicones; y rosa para
glicósidos.
— Flavonoles: amarillo—naranja para ambos.
— Flavanonas: rojo para aglicones; y naranja para
glicósidos.
— Dihidroflavonoles: naranja.
— Catequina, epicatequina y antocianidinas: rojo.
— Antocianidinas: rosa—morado.
El mismo rango de colores se ha obtenido con
vainillina—HCl; pero son menos intensos, y no han sido
incluidos, por ello, en las tablas correspondientes.
b) 2.6—dibromocruinona clorimina. Se trata de un
reactivo específico para grupos fenólicos. Por tanto,
los colores obtenidos dependen del número de grupos
fenólicos libres; pero no, de funciones químicas
características <flavona, flavonol, flavanona, etc).
Por ejemplo, en los aglicones, el rango de colores
varía desde azul—morado (2 OH), azul claro (3 OH), azul
grisáceo (4 OH), hasta gris <5 OH). Flavona y flavanona
no reaccionan. En el caso de las antocianidinas, las
cuales presentan una intensa coloración previa al
tratamiento, la reacción queda enmascarada. Para los
glicósidos, el comportamiento ha sido diferente. El
rango de colores se extiende desde amarillo hasta
verde, sin ninguna relación aparente entre colores y
estructuras. No se ha encontrado explicación a la falta
de respuesta de la hesperidina y luteolín-7-.glucósido.
II) Placas de celulosa. En este caso, se han estudiado tanto
placas desarrolladas (ver tabla V.3), como no desarrolladas
<ver tabla V.4), porque el AcOH, en contacto con la
celulosa, produce una coloración morada en el adsorbente
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cuando se observa bajo luz UV, que interfiere la apreciación
de colores.
Tabla VA: Resultado del revelado de flavonoides con diferentes
reactivos, sobre placas de celulosa desarrolladas con AcOH
al 20 Z.
Flavonoide U’.’254 Rl R2 R3 R4 RS R6
AGLICONES
Flavanona Mo Mo Ha - - - -
Pinocembrina Az Am-Az - - Ro Az-Or Am-Az
Haringenina Az Az-Am - - Ro Am-Gr Am-Az
Sakuranetina Az Am-Az Az - Ro Az-Gr Am-Az
Isosakuranetina Az Am-Az - - Ro Av-Gr Am-Az
Hesperetina Az Am - — Ro Az Am
Eriodictyol Az Rs - - Ro Av-Gr Am-Az
Flavona Mo Mo - - - - Am-Am
Crisma Ro Ha Ha-Rs Am Am Ve Ro
Apigenina Am Am Am Am Am Ve Am
Luteolina Am Amf Am Am Am Am-Ve Am-Ha
Kaempferol Am Ve Am Am Am Am-Ve Am
Quercetina Am Ha Am Ha Am Am-Ve Ha-Ma
Miricetina Am Ha Am Ma Am Am-Ma Ha-Ma
Fisetina Amf Am Amf Ha Am Am-Ve Am
Taxifolina Am-Ha Ma Mo - Ro Azf -
Catequina Mo-Ma Ha Az - Ro Mo-Ro -
Epicatequina Mo-Ma Ma Az - Ro Mo-Ro -
Pelargonidina Ma-Ro Ha-Ro Ha Az Rs Rs-Ma Am
Cianidina Az-Ma Az Am Am Ma Ha -
Delfinidina Mo Az-Ma Ve Az Rs Az Az-Ma
GLICOSIDOS
Naringina Ma - Az - - Ve Az
Hesperidina Az - - - - - Az
Vitexina Az Am Am Am Am - Am
Luteolln-7-glucós. Ha Ha Am Am Am Am Am-Ha
Kaempferol-7-neohe. Am Ve Ve Am Am Am-Ve Am
Isoquercitrina Am-Ha Am Am-Ha Am Am Am-Ve Am-Ha
Hiperósido Am Amf - Am Am Am-Ve Az-Ve
Quercitrina Am-Ha Am Am-Ha Am Am Am-Ve Am-Ha
Rutina Am-Ha Am Am-Na Am Am Am-Ve Am-Ha
Kuromanina Mo-Az Az Az Az Rs Az Az
cianidin-3-galáct. Mo-Az Az Az Az Rs Az Az
Cianidin-3-rutinós. Mo-Az Az Az Az Rs Az Az
Cianina Mo-Az Az Az Az Rs Az Az
Rl = Reactivo A de Heu 4- PEO; R2 = HH3; R3 = Reactivo de Benedict; R4 —
Vainillina-H2S04; RS = 2.6-dibromoquinona clorimida; R6 = Acetato básico de
plomo. Am amarillo; Az = azul; Gr = gris; Ma = marrón; Mo = morado; Ha
naranja; Ro = rojo; Rs = rosa; Ve = verde; = claro; = fluorescente.
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Los resultados con los distintos reveladores son:
a) Observación directa a la luz UV. En placas
desarrolladas, se obtuvo un amplio rango de colores:
rojo—amarillo, para flavonas; amarillo—naranja, para
flavonoles; azul, para flavanonas; amarillo—marrón,
para dihidroflavonoles; morado-marrón, para catequinas
y morado—azul—rosa, para antocianidinas y antocianinas.
Sin embargo, en placas no desarrolladas, la mayoría de
los flavonoides producen una coloración rosa—morada
(excepto fisetina, que muestra un amarillo intenso).
b) Reactivo A de Nen + PEG. Se reprodujeron los colores
en placas desarrolladas y no desarrolladas. Los
colores, de acuerdo con los grupos químicos
funcionales, son los siguientes: flavonas, amarillo—
naranja; flavanonas, amarillo—azul; flavonoles, verde—
amarillo—naranja; dihidroflavonoles y cateqúinas,
marrón. Las antocianidinas muestran varios colores; y
las antocianinas, derivadas de la cianidina, producen
la misma coloración azul. La única diferencia detectada
entre ambos tipos de placas, se localiza en las
flavanonas, que no reaccionan en placas no
desarrolladas, y en los glicósidos de quercetina, que
producen coloración naranja, en placas no desarrolladas
y amarilla, en las desarrolladas.
c) NH... No se ha encontrado relación entre estructuras
y colores, por lo que no es posible establecer una
clasificación de los diferentes compuestos de acuerdo
con los colores de sus manchas. Este resultado está en
desacuerdo con los datos que aparecen en la
bibliografía (MARTÍNEZ, 1980). Los flavonoles presentan
el mismo color antes del revelado en placas
desarrolladas y no desarrolladas. Los colores
observados bajo luz DV, después de la exposición al
1183, cambian solamente en las placas no desarrolladas.
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Esta variación es más evidente en el caso de los
aglicones.
Tabla V.4: Resultado del revelado de flavonoides con distintos
reactivos sobre placas de celulosa sin desarrollar.
Flavonoide gV254 Rl R2 R3 R4 RS R6
AGL ICOHES
Flavanona Mo Mo Mo - Ro - -
Pinocembrina - - - - Rs - Am
Haringenina Rs Rs Ro-Rs Am Ro-Rs Az Am
Sakuranetina Rs Rs Az~ Am Rs - Am
Isosakuranetina Mo Az Mo-Az Am Rs — Am
Hesperetina Rs - Rs Am Rs-Ro - Am
Eriodictyol Rs Rs Rs Ha Rs-Ro Gr Am
Flavona Mo Mo Mo - - - Az
Crisma Mo-Ma Ha-Ro Mo Am Am Az -
Apigenina Mo-Az Am Mo Am Am Az Am
Luteolina Mo Am Ha Am Am Am-Ve Am-Ha
Kaempferol Mo-Rs Vef Am Am-Ha Am-Na Am-Ve Am-Ha
Quercetina Ha Ha~ Am Ha Am-Ha Am-Ve Ha
Miricetina - Ha Am Ma Am-Ha Am-Ha -
Fisetina Amf Amf Amf Ha Am Am-Ve Ha
Taxifolina Rs-Mo Ha-Ro Rs-Ro Am Rs Rs -
Catequina Rs-Mo Mo-Rs Rs-Ro Rs Ro Ro-Gr -
Epicatequina Rs-Mo Mo-Rs Mo Rs Ro-Ha Ro-Gr -
Pelargonidina Mo-Ro Ro-Rs Rs Az Rs-Re Ro-Rs -
Cianidina - Gr-Mo Mo-Ha Az Re Rs -
Delfinidina - Az - Az Re-Ma Mo-Az Az
GLICOSIDOS
Haringina - Am Az Ha Ro Gr-Mo Am
Hesperidina - - Az - Rs Gr Am
Vitexina Mo Am Ro Am Am-Gr Rs Am
Luteolln-7-glucós. Mo AmNaf Am Ha Am - Am
Kaempferol-7-neoh. Ha Ve Am Ha-Am Am-Ha Am Am
Isoquercitrina Ro-Mo Haf Ha-Ro Am Am Am Ha
Hiperósido Mo Haf Ha Am Am Am Ha
Quercitrina Ro-Rs Haf Ha-Ro Ha-Am Am-Ha Ve Ha
Rutina Ro-Rs Haf Ha Ha-Am Am-Ha Ve Ha
Kuromanina Mo Az Mo Az Rs-Ro Mo Az
Cianidln-3-galáct. Mo Az Mo Az Rs-Ro Mo Az
cianidin-3-rutinó. Mo Az Mo Az Rs-Ro Mo Az
Cianina Mo Az Mo Az Rs-Ro Mo Az
Rl = Reactivo A de Heu + PEG; R2 = HE3; R3 = Reactivo de Benedict; R4
Vainillina-H2S04; RS = 2,6-dibromoquinona clorimida: R6 = Acetato básico de
plomo. Am — amarillo; Az = azul; Gr = gris; Ma = marrón; Mo = morado; Ha =
naranja; Ro = rojo; Rs = rosa: Ve = verde; = claro; ~ = fluorescente.
¡
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d) Reactivo de Benedict. Resulta poco eficaz, al igual
que sucedía con las placas de gel de sílice. Algunos
flavonoides no reaccionaron; y aquellos que sí lo
hicieron, mostraron colores amarillos y naranjas
inespecificos, excepto las antocianidinas que
produjeron coloración azul.
e) Vainillina-H,SO,. Las condiciones drásticas (ácido
+ calor) a que se someten las placas producen un
oscurecimiento de las mismas, que dificulta la
apreciación de colores. Con una observación cuidadosa,
es posible distinguir: flavonas, amarillo; flavonoles,
amarillo—naranja (amarillo en placas desarrolladas);
flavanonas, dihidroflavonoles y catequinas, rojo. El
uso de vainillina-HCl no resuelve el problema.
f) 2.6—dibromoguinona clorimina. En este caso, el color
parece depender más de los grupos químicos funcionales,
que del número de OH, como ocurría con este revelador
en gel de sílice. Se observó que las flavonas y
flavonoles tienen tendencia hacia colores del rango
amarillo—verde; las flavanonas, azul—gris; y
catequinas, antocianidinas y antocianinas, rosa—morado—
azul.
Comparando los trabajos de la bibliografía, en los que
se utiliza cromatografía en papel con reveladores de NH3 y
Reactivo A de Neu, con nuestros resultados con CCF en
celulosa, se observa que el comportamiento de flavonas y
flavonoles es el mismo en ambos casos <GHAYER, 1989); pero
flavanonas reaccionan de manera distinta (MARKHAM, 1989).
En vista de los resultados obtenidos, consideramos que la
cromatografía bidimensional en celulosa es el mejor método de
separación para la mayor parte de los grupos de flavonoides y,
por lo tanto, es la más adecuada para el análisis de extractos
vegetales complejos.
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4.2. CROMATOGRAFíA EN CAPA FINA DE ACIDOS Y ALDEHíDOS
FENOLICOS
Se intentó adaptar los métodos de CCF, establecidos para los
flavonoides, al análisis de ácidos y aldehídos fenólicos. Para
ensayar dichos métodos, se utilizó un número reducido de
patrones, presentes generalmente en los extractos de madera,
corteza y hojas del género Eucalyptus.
Se realizaron desarrollos bidimensionales sobre placas de
celulosa, que se revelaron con Reactivo A de Neu.
Los resultados de este ensayo se resumen en la tabla V.5.
Tabla V.5: Resultados de CCF de ácidos y aldehídos fenélicos en las
condiciones de análisis de flavonoides.
Patrón
Rf l~ Dimen.
nBuOH-AcOH-H20
<4:1:5) fase sup.
Rf 2~ Dimen.
AcOH 30 % 1JV254
Rl
React.A
+ PEO
Ac. protocatéquico
Vainillina
Acido vainillico
Aldehído siringico
Acido siringico
Acido gálico
Acido elágico
0,91
0,96
0,93
0,95
0,97
0,77
0,30
0,80
0,88
0,80
0,85
0,89
0,77
0,18
Az
Mo
Mo
Mo
Mo
Mo
Am
Az-Ve
Mo
Mo
Mo
Mo
Az
Az
Asimismo, se ensayó un método especifico de separación de
ácidos y aldehídos fenólicos, consistente en desarrollos
bidimensionales sobre placas de celulosa con:
- Acido fórmico, al 2 %, para la primera dimensión;
- Isopropanol-NH3-H20 <8:1:1) para la segunda (GOMEZ-CORDOVES
st al., 1978).
El revelado se realizó con acetato básico de plomo al 25 %
(Panreac).
Los resultados obtenidos de este modo se esquematizan en la
¡
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tabla V.6.
Tabla V.6: Resultados del método especifico de CCF para ácidos y
fenólicos.
Patrón
Rf l~ Dimen.
HCO2H 2 Z
Rf 28 Dimen.
Isopropanol-HH3-H20
(8:1:1)
11V254
R6
Acetato
bás. Ph
Ac. protocatéquico
Vainillina
Acido vainillico
Aldehído siringico
Acido siringico
Acido gálico
Acido elágico
0,50
0,90
0,66
0,83
0,62
0,45
0,20
0,15
0,70
0,20
0,64
0,18
0,10
0,05
M
Mo
Mo
Ma
-
Mo-Ma
Am-Ma
Ma
Am
Ma-Mo
Ha
Ma-Mo
Ma-Mo
Ma
Ninguno de los sistemas de elución utilizados proporciona
una separación adecuada, si bien, el desarrollo bidimensional en
BAW (fase superior) y AcOH al 30 %, parece diferenciar los ácidos
y aldehídos, como grupo, de los flavonoides; mientras la
combinación de HCO2H al 2 % e isopropanol—NH3-H20 (8:1:1) permite
una separación más efectiva de los distintos ácidos y aldehídos.
4.3. METODO DEFINITIVO
Puesto que, en nuestro caso particular, se disponen de
técnicas analíticas más sensibles y precisas que la CCF para la
identificación y valoración de los componentes polifenólicos, se
ha asignado a ésta, la misión de aportar información básica para
la diferenciación de los distintos grupos de compuestos fenólicos
presentes en los extractos, y para la identificación de algunos
de sus componentes. En este sentido, se ha considerado que, de
los métodos ensayados, el más conveniente para el análisis, por
CCF, de los extractos etéreos de madera, corteza y hojas de
Eucaiyptus, es el llevado a cabo sobre placas de celulosa
Sigmacelí microcristalina, tipo 20 <Merck), de 20 pin de tamaño de
partículas, preparadas según se ha descrito previamente. El
desarrollo es bidimensional con la fase superior de nBuOH—AcOI-I—
H20 (4:1:5), para la primera dimensión; y AcOl-! 30 %, para la
segunda. El revelado se realiza con Reactivo A de Neu + PEG.
137
IlE ALTALíQUIDAANAL15 15 POR ~RONATOGRAFIA
RESOLUCION
VI.
138
VI. AJ4ALISIS POR CROMATOGRAFíA LíQUIDA DE ALTA RESOLUCION
1. INTRODUCCION
La cromatografía líquida de alta resolución <CLAR) es una
técnica que se ha desarrollado espectacularmente en los últimos
años, gracias a los avances realizados en la instrumentación,
tanto en la calidad de las bombas, como en la variedad de la
naturaleza y tamaño de partícula de los rellenos de las columnas,
y en la mejora de sensibilidad de los detectores. Comúnmente, se
la conoce como HPLC, siglas inglesas de “High Performance Liquid
Chromatography’.
En el interior de la columna cromatográfica, una fase móvil
líquida circula en contacto con la fase estacionaria. El
mecanismo de separación se basa en la diferente afinidad que los
solutos presentan por las dos fases, entre las que se
distribuyen. Aquéllos que sean más afines a la fase móvil, serán
eluidos más rápidamente, y los más afines a la fase estacionaria
quedarán más retenidos, y tardarán más en salir de la columna.
Al tiempo que tarda una sustancia en ser eluida de la
columna, se le llama tiempo de retención <tR); depende
fundamentalmente de:
— Tipo de columna: dimensiones, naturaleza del relleno,
tamaño de partícula.
- Pase móvil: flujo y composición.
— Temperatura.
El propósito del método puede ser analítico o preparativo,
lo que determinará el tamaño de la columna y el tipo de
instrumentación. Para procesos analíticos, son necesarias
columnas más pequeñas, mayor presión y velocidad de flujo
relativamente baja. Para procesos preparativos, columnas mayores,
menor presión y mayor caudal.
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La elución puede llevarse a cabo en régimen isocrático
(condiciones constantes de flujo y concentración en lá fase
móvil), o en gradiente, modificando la composición <si se trata
de una mezcla de varias sustancias) y/o el flujo de dicha fase.
Las primeras fases estacionarias, utilizadas en CLAR, eran
de carácter polar. Se trataba de rellenos de sílice que
interaccionan con la muestra por atracción electrostática. Su
actividad depende del número de grupos activos de la sílice,
presentes en la superficie del relleno. Con estos rellenos se
utilizaban fases móviles apolares.
Posteriormente, se introdujo un nuevo tipo de fases
estacionarias que resultan de la modificación de las anteriores
por bloqueo de los grupos activos de la sílice con organosilanos
de cadena lineal de 8 o 18 átomos de carbono (octadecilsilano, C18
y octilsilano, C8) o fenilsilanos. Estos empaquetamientos
originan el llamado sistema de fase inversa o reversa, en el cual
la fase estacionaria es de carácter apolar, y la fase móvil, es
polar. Este tipo de columnas son las apropiadas para el análisis
de compuestos fenólicos.
Por último, se han desarrollado otros tipos de columnas
cuyos mecanismos de separación son diferentes a los descritos
hasta ahora, cuya utilidad, para los compuestos que se estudian
en este trabajo, es baja:
— Columnas de exclusión: Proporcionan separación en función
del tamaño molecular en los mecanismos llamados de
permeación en gel o filtración en gel. Aunque se están
aplicando para la separación de polifenoles poliméricos como
ligninas o taninos, sólo hemos encontrado un ejemplo de
utilización para el caso de isoflavonoides (HARBORNE, 1985).
— Columnas de intercambio iónico. Sólo se ha descrito una
aplicación a la separación de flavonol-sulfatos <HARBORNE,
1985).
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Los sistemas de detección son muy variados, pudiendo
emplearse distintas técnicas: espectroscopia 11V—VIS, medida de
indice de refracción, conductimetría, fluorimetría, etc.
2. APLICACION AL ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS. ANTECEDENTES
BIBLIOGRAFICOS
2.1. COLUMNAS
En la elección de la columna, hay que tener en cuenta el
grupo de compuestos que se pretende separar, de manera que la
columna elegida tenga buenas características de selectividad y
poder de retención.
En cuanto al tamaño de partículas, parece que el más
frecuentemente utilizado es el de 10 pm, aunque se está
imponiendo últimamente la utilización de rellenos de 5 ~m. Es
menor el número de autores que utilizan 3 ¡im <OSSWALD, 1985).
Aunque algunos trabajos describen la utilización de columnas
e8 <WEISENBOCK st al., 1987; PARK st al., 1983; SINGLETON y
TROUSDALE, 1983; HARBORNE, 1985; HOSTETTMANNyMARSTON, 1986), lo
más frecuente es el empleo de columnas C18 (DAIGLE y CONRERTON,
1968; PIETTA st al., 1985; MTJELLER—HARVEY st al., 1987;
MCMURROUGH, 1981; WULF y NAGEL, 1976; COURT, 1977; VANDE CASTELEE
st al., 1982; SCHRAM st al., 1983; BLOUIN y ZARINS, 1986; BANWART
st al.., 1985; HERNANDEZ y SANCHEZ, 1980; NAGEL, 1985; SENDRA st
al., 1988; HASLER st al., 1990; FERNANDEZ DE SIMON st al., 1990).
Aunque prevalece el empleo de columnas rígidas de acero,
también se están introduciendo los sistemas de columnas de
compresión radial (ASEN, 1984; JAWORSKT y LEE, 1987), que parecen
más duraderas.
La variedad de longitudes de columna, descrita en la
bibliografía, es grande: desde 7,5 cm (BLOUIN y ZARINS, 1988)
hasta 30 cm (PIETTA st al., 1983; DAIGLE y CONKERTON, 1982).
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Se recomienda el empleo de precolumnas, para prolongar la
vida de la columna analítica <JERTJMANIS, 1985; SENDRA st al.,
1988; PIETTA st al., 1983; MUELLER—HARVEY st al., 1987). Sin
embargo, algunos autores son más partidarios de purificar el
extracto vegetal, mediante técnicas de extracción en fase sólida,
antes de su inyección en CLAR <SEO y MORR, 1984; GONZAIJEZ y
PEREZ-ILZARBE, 1990), con lo cual se eliminaría el riesgo de
contaminación de la columna, y sería menos necesaria la
utilización de precolumnas.
2.2. ELTJYENTES
Los eluyentes más habituales, utilizados en la separación de
este tipo de compuestos son:
- Metanol-agua (DAIGLE y CONKERTON, 1982, 1988; PATRON st
al., 1985; SCHRAM st al., 1983; MUELLER—HARVEY, 1987; ADZET
et al., 1988; BLOIJIN y ZARINS, 1968; DONDI st al., 1989;
VANDE CASTELEE st al., 1982; MARKHAM st al., 1990).
— Acetonitrilo—agua, recomendado en algunos casos por su
menor viscosidad frente a las mezclas metanol—agua (NAGEL,
1985; FICARRA st al., 1984; DAIGLE y CONKERTON, 1988;
WEISSENBOCK st al., 1987; PIETTA st al.., 1983; DONDI st al.,
1989; OSZMIANSKI st al., 1988).
En ciertas ocasiones, estas mezclas van acompañadas de
ácidos <fórmico, acético, fosfórico) que facilitan la separación,
impiden la formación de picos con cola, y evitan la disociación
protónica de los hidroxilos fenólicos. El margen de pH
recomendado es de 2—7, para evitar la alteración de los grupos
alifáticos de la fase estacionaria.
Otro modificador orgánico, utilizado con menos frecuencia,
es el tetrahidrofurano (THF) (DONDÍ eL al., 1989; SENDRA st al.,
1988; SHTN st al., 1982).
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En cuanto al régimen de elución, lo más recomendable para la
separación de mezclas de compuestos fenólicos que incluyen ácidos
fenólicos y flavonoides, es el empleo de gradientes lineales o
curvos, siendo amplísima la variedad encontrada en la
bibliografía.
2.3. DETECCION
Aunque la disponibilidad y alta sensibilidad de detectores
de ultravioleta—visible (0V-VIS) determina que sean los más
frecuentemente elegidos por la mayor parte de los investigadores,
existe algún estudio sobre el empleo de otros tipos de
detectores. Cabe comentar la utilización de detectores de 11V y
fluorescencia en serie (FARMARALÍDIS y MURPHY, 1967), y
amperométricos (KÍTADA et al., 1985) para el análisis de
isoflavonas.
Los detectores UY de longitud de onda variable permiten la
selección de longitudes de onda específicas para la
cuantificación de ácidos, aldehídos y alcoholes fenólicos y
flavonoides (OSSWALD, 1985; KARPPA st al..., 1984; SEO y MORR,
1984; HÍCKS st al., 1985) y el reconocimiento del tipo de
flavonoides que va a ser analizado <ASSEN, 1982).
La relación de absorbancias, obtenidas mediante dos o más
detectores de longitud de onda variable, instalados en serie,
aporta mayor información para la identificación de flavonoides y
ácidos, aldehídos y alcoholes fenólicos (BANWART st al., 1985;
SACHSE, 1984). Tanto la técnica de barrido del espectro DV, a
flujo parado (PARK st al., 1983), como la de las relaciones de
absorbancia a varias longitudes de onda, han sido usadas para
identificar picos y valorar su pureza. No obstante, en este
último caso, se recomienda utilizar relaciones de absorbancia
entre varias longitudes de onda, en lugar de entre un sólo par
<LAW y DAS, 1987).
Algunos autores están introduciendo la técnica innovadora de
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los detectores espectrofotométricos de fotodiodos <“diode-
array”>, que permiten la obtención del espectro 11V en cada punto
del cromatograma. Los sistemas de CLAR, equipados con estos
detectores, incluyen computadoras que facilitan el control del
procedimiento cromatográfico, así como el almacenamiento de los
espectros de la muestra y la posterior comparación de los mismos
con los de sustancias patrón de referencia, archivados en
librerías <ANDERSON, 1985; MAZZA, 1986; SCHAUFELBERGER y
HOSTETTMANN, 1987; SIEWEK st al., 1985). Otra innovación de estos
sistemas de detección es la posibilidad de obtener mapas de
contorno y perfiles tridimensionales de absorción UY, que
favorecen el reconocimiento de componentes minoritarios, ocultos
bajo grandes picos.
En algunos casos, la identificación de los componentes
analizados se mejora por métodos de caracterización química. En
lugar de recoger fracciones del eluido y hacerlas reaccionar con
agentes de desplazamiento y obtener su espectro modificado en un
espectrofotómetro Uy, HOSTETTMANN st al. <1984) utilizan un
sistema de formación de derivados post—columna, en el cual el
agente de desplazamiento se introduce en el eluido de la columna, -
reacciona con los compuestos, ya separados, y los cambios
espectrales producidos en ellos, son puestos de manifiesto por el
propio detector del cromatógrafo, de forma continua.
LUNTE <1987> combina el empleo de detectores de fotodiodos
con detectores amperométricos de doble electrodo.
2.4. RELACION ENTRE ESTRUCTURA QUíMICA Y TIEMPO DE RETENCION
Para estudiar la secuencia de elución, en CLAR en fase
inversa, la más empleada, hay que tener en cuenta que los
compuestos son adsorbidos inicialmente, por la fase estacionaria
por interacción hidrofóbica, y, después, son eluidos por la fase
móvil polar, debido al establecimiento de puentes de hidrógeno
entre el compuesto y la fase móvil. Por ello, deben considerarse
tanto las capacidades dadora y aceptora de protones del
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compuesto, para la formación de puentes de hidrógeno, como su
contribución a la interacción hidrofóbica. Podemos establecer,
por ello, que, para los compuestos fenólicos de bajo peso
molecular, el orden de elución dependerá de:
Í. Tamaño de la cadena latera]., para un único sustituyente
del anillo benzoico: se eluyen en el orden C6, C6—C1, C6—C2,
C6-C3 (WULF y NAGEL, 1976).
ÍI. Grupo funcional del sustituyente, suponiendo el mismo
tamaño de la cadena, el orden de elución es: alcohol, ácido,
aldehído y lactona (HERNANDEZ y SANCHEZ, 1980).
ÍII. Número y tipo de sustituyentes del anillo benzoico: el
orden de elución sería trihidroxi, dihidroxi, hidroxi,
hidroximetoxi, hidroxidimetoxi, etc. Así, para ácidos
fenólicos, el orden sería: gálico, protocatéquico, p—
hidroxibenzoico, vainíllico y siríngico (WULF y NAGEL,
1976).
Para flavonoides, los factores que influyen en el tiempo de
retención son:
1. Los -hidroxilos contribuyen a la formación de puentes de
hidrógeno con el eluyente y, por ello, un aumento del número
de hidroxilos disminuye la retención: miricetina c
quercetina <OSZMIANKÍ st al., 1988) < kaempferol <LUNTE,
1987; MUELLER—HARVEY st al., 1987).
ÍÍ. En los grupos metoxilo, el oxígeno actúa como aceptor de
protón en un puente de hidrógeno, y el metilo favorece las
interacciones hidrofóbicas. Comparando series homólogas,
vemos que la retención aumenta en el sentido de apigenina <
genkwanina < 5—hidroxi-7,4-dimetoxiflavona <ADZET st al.,
1988). Por otra parte, el balance de los dos efectos,
generados por los grupos metoxilo, hace que el tR de la
tricetina-pentametiléter y el de la flavona no sustituida
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sean iguales (VANDE CASTELEE st al., 1982); lo mismo ocurre
con crisoeriol e hispidulina <ADZET st al., 1988).
ÍÍI. El aceptor de protones más activo, en flavonas o
isoflavonas, es el carbonilo que, debido a la resonancia,
presenta carga negativa parcial. Si hay un OH en C5, éste
puede formar un puente de hidrógeno con el CO y, por ello,
se reduce la capacidad del grupo carbonilo de interaccionar
con el disolvente. Como consecuencia de ello, los tR de
flavonas, isoflavonas y flavonoles con OH en C5 son mayores
que los de sus homólogos sin OH en C5; por ejemplo, la
biochanina A queda más retenida que la formononetina (GARCíA
DE MARINA et al., 1985; PÍETTA st al., 1983).
IV. Los 5,6-dihidroxi flavonoides son eluidos antes que los
isómeros 5,8—dihidroxi, debido al puente de H interno entre
los OH en C6 y C5, que reduce la interacción entre el OH en
C5 y el CO.
V. El puente de H interno entre el CO y el OH en C3 es más
débil. No obstante, la separación de kaempferol y luteolina
se atribuye a la menor polaridad del OH en C3, que la del OH
en C3., por la formación de ese puente de H.
VI. Si está presente un OH en C5, la introducción de otro
grupo en posición C3 disminuye el tR. Esto hace que se eluya
antes un flavonol que una flavona, si el patrón de
sustitución restante es igual (PARK st al., 1983).
VII. La presencia de OH en posiciones distintas de las C3 y
C5 provoca una fuerte reducción del tiempo de retención.
Así, se observa un gran descenso con la presencia de OH en
C7. No obstante, si existe un OH en orto respecto de la
posición considerada, la disminución de tR es mucho menor.
Se ha llegado a establecer que tiene más importancia para la
separación el puente de H entre los OH en C3’ y C4. que el
que se forma entre el OH en C3 y CO (DAIGLE y CONKERTON,
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1982).
VIII. La introducción de metoxilos en el anillo B provoca un
gran aumento en el tiempo de retención. Para compuestos
isoméricos que tengan hidroxilos y metoxilos en C3. y C4,, el
compuesto con 3’—hidroxi,4’—metoxi eluye después que el 3’—
metoxi,4’-hidroxi <crisoeriol < diosmetina)(ADZET st al.,
1988; PARK st al., 1983). Las flavonas con dos metoxilos en
el anillo B interaccionan con menos fuerza con la fase
estacionaria, que las flavonas con un solo metoxilo en dicho
anillo.
IX. Para compuestos 3’,4’—dimetoxi, el incremento del número
de OCH3 en el anillo A aumenta el tiempo de retención <PARK
st al., 1983).
X. Flavonas 5,6,7 trisustituidas tienen un tiempo de
retención más corto que las flavonas 5,7,8 sustituidas,
cuando el patrón de sustitución restante es el mismo <PARK
st al., 1983).
XI. La saturación del anillo O <transformación de flavona en
flavanona o de flavonol en dihidroflavonol) produce un
incremento de tR, siempre y cuando no haya OH presentes. Si
existen OH, el tR se reduce. Este fenómeno es debido a que
la interrupción de la conjugación afecta a la acidez y a las
posibilidades de formación de puentes de H por parte de los
OH. Este efecto es más pronunciado en el caso de los OH en
C3~ que son fenólicos si existe el doble enlace C2—C3, y
alcohólicos si hay saturación <VANDE CASTELEE st al., 1982).
Un factor que influye en la mayor polaridad de las
flavanonas respecto a las flavonas, es la mayor densidad de
carga del átomo de oxigeno del grupo CO de las flavonas,
como consecuencia de las estructuras resonantes en las que
este grupo adquiere carga negativa. Esta facilita la
formación del puente de H entre el grupo CO y el OH en C5,
lo que disminuye la polaridad de la molécula. Por otra
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parte, en las flavanonas, el grupo CO puede estar fuera del
plano del anillo floroglucinólico, lo cual debilita el
puente de H con el OH en C5 y, por lo tanto, facilita la
exposición de ambos grupos al disolvente. Por el contrario,
la estructura plana de las flavonas, con un fuerte puente de
hidrógeno entre el carbonilo y el OH en C5, dificulta la
interacción con el disolvente <WULF y NAGEL, 1976).
XII. El paso de flavona a isoflavona produce un gran
descenso en el tiempo de retención (BANKOVA et al., 1982).
XIII. La introducción de los grupos C—metil en el anillo A
(en posiciones 5, 6, 8) produce un aumento de tR,
aproximadamente, igual para las tres posiciones <BANKOVA et
al., 1982).
XIV. La glicosilación de un grupo OH implica no sólo la
introducción de un grupo hidrofílico, sino también una forma
de apantallamiento, bien sea por efecto estérico o por
formación de puentes de H con otros OH presentes. La
glicosilación en C7 o C4. en ausencia de un OH en orto,
reduce el tR~ mientras la presencia de OH en orto hace que
la disminución sea menor. La contribución de los distintos
grupos de monosacáridos a la interacción hidrofílica
desciende de las hexosas a las pentosas y a las
metilpentosas.
XIV. La <+)-catequina (3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavano con
orientación trans de los protones en C2 y C3) es menos
retenida que la (—)—epicatequina <isómero cis de la
catequina) <MCMURROUGH, 1981; NAGEL, 1985; OZMIANSKI, 1988)
2.5. ANALISIS CUANTITATIVO
La existencia de patrones comerciales y el uso de columnas
semipreparativas para el aislamiento de polifenoles puros de
extractos vegetales, ha facilitado la cuantificación de este tipo
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de compuestos.
Aunque la altura y, más exactamente, el área de los picos
dan información sobre el orden de magnitud de cada compuesto
(NICHOLLS y BOHM, 1982; MCMUHHOUGH st al., 1982), para la
determinación de la concentración es necesario el empleo de
patrones internos <MORIMOTO st al., 1986; HOSTETTMIANN st al.,
1984; PARK st al., 1983> o externos <BAJ st al., 1983; ANDERSEN,
1985; MARBORNE et al., 1985). La precisión y exactitud de un
resultado cuantitativo depende de dos factores: área del pico y
“factor de respuesta” del detector. Una buena calibración
requiere que el patrón sea semejante, químicamente, al compuesto
a calibrar.
2.6. APLICACION AL ANALISIS DE COMPONENTES FENOLICOS DEL
GENERO EUCALYPTUS
La mayoría de los estudios sobre los componentes
polifenólicos del género Eucalyptus en sus diferentes órganos,
han utilizado como técnicas analíticas las cromatografias en
papel o en capa fina. De hecho, sólo hemos encontrado un trabajo
que aplique la CLAR. CHARRIER st al. <1992) valoran los
contenidos de los ácidos gálico y elágico en madera de E.
globulus. Utilizan una columna Lichrospher PRíSE, de 5 1m de
tamaño de partícula y de 10 cm de longitud; la elución es
isocrática, con una mezcla diferente de MeOH—H20—H3P04 para la
valoración de cada uno de los dos ácidos, a un flujo de 1 mí/mm.
La detección se llevó a cabo en 11V, a 280 nm.
3. METODOLOGíA
3.1. ENSAYOS PRELIMINARES
En el inicio del trabajo experimental, se utilizó un
cromatógrafo de líquidos Konik mod. KNK-500-A, equipado con un
detector de longitud de onda variable Spectrof 10w 757 de la misma
firma y un integrador Konik KNK-825-318.
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Para la puesta a punto de métodos de elución, se empleó una
columna Nucleosil 120-C18 (250 mm x 4 mm), de 10 pim de tamaño de
partícula.
Dada la imposibilidad de trabajar con gradientes, se
ensayaron distintos eluyentes en condiciones isocráticas, para
seleccionar aquél o aquéllos que presentasen una separación
adecuada de los patrones de que disponíamos.
En una primera etapa, se pusieron a punto los métodos para
la separación de patrones de flavonoides, considerando la
posibilidad de ampliarlos, más adelante, a patrones de ácidos y
aldehídos fenólicos <ver Apéndice 1 de nomenclatura I.U.P.A.C. y
procedencia de patrones comerciales).
Dichos patrones se agruparon según aglicones y glicósidos
de: flavonas; flavonoles; flavanonas, dihidroflavonoles y
catequinas, y antocianidinas. La detección se realizó a las
longitudes de onda de las bandas características de cada grupo:
265, 365, 280 y 535 nm, respectivamente.
Tanto las soluciones de patrones, como, más adelante, los
extractos, se filtraron a través de filtros de 0,45 mm de tamaño
de poro.
El volumen de inyección fue de 50 jIl, y la temperatura del
horno se fijó en 45 ~C.
Para la preparación de los eluyentes, se utilizaron
disolventes orgánicos de Reactivos Scharlau <calidad ChAR), agua
bidestilada, purificada mediante un sistema Milli Q de l4illipore,
y filtrada a través de filtros de 0,45 mm, y H3P04 puro de
Reactivos Scharlau.
Se ensayaron, en primer lugar, eluyentes compuestos por
mezclas de MeOH—H20 (a pH = 2,7, con H3PO,j, cuyas proporciones
variaron desde la <29:71) hasta la (55:45). De todas ellas, la
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que proporcionó una mejor resolución fue la correspondiente a la
relación <35:65>, a flujo 1 mí/mm, para la cual obtuvimos los
valores de tR de los patrones estudiados que figuran en la tabla
VI .1.
Tabla VI.1: tR de patrones de flavonoides
Columna Nucleosil 120 C18 <250 x 4 mm) 10 pm
Eluyente MeOH-H20 <PH = 2,7 con H3P04) <35:65)
Patrón tR (mm)
AGLICONES DE FLAVONA
Crisma 17,38
Luteolina 53,57
Apigenina 84,01
AGLICONES DE FLAVANONA
Eriodictyol 22,12
Naringenina 38,34
Hesperetina 53,22
AGLICON DE DIHIDROFLAVONOL
Taxifolina 7,73
AGLICONES DE FLAVONOL
Miricetina 23,05
Fisetina 23,21
Quercetina 46,60
Kaempferol 74,40
ANTOCIANIDINAS
Delfinidina 10,45
Pelargonidina 12,10
Cianidina 18,33
GLICOSIDOS DE FLAVONA
Vitexina 8,17
Luteolín-7-glucósido 12,93
GLICOSIDOS DE FLAVANONA
Naringina 12,10
Hesperidina 13,70
GLICOSIDOS DE FLAVONOL
Hiperós ido 14,05
Isoquercitrina 15,02
Rutina 15,40
Quercitrina 23,62
Kaempferol-7-neohesperidósidO 18,63
ANTOCIANINAS
Cianina 3,01
Cianidín-3-galactósido 4,78
¡<uromanina 4,83
Cianidín-3-rutinósido 5,21
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Con esta fase móvil (mezcla MeOH-H20 35:65), las tres
flavanonas, pinocembrina, sakuranetina e isosakuranetina, son
eluidas a tiempos superiores a 120 mm. Lo mismo ocurre para los
patrones de isoflavonas, tectocrisina y prunetina. Por ello, se
ensayó un nuevo eluyente: MeOH-H20 (50:50), también a flujo 1
mí/mm, para flavanonas e isoflavonas, obteniéndose los valores
de tR que se muestran en la tabla VI.2.
Tabla VI.2: tR de patrones de flavanonas e
isoflavonas
Columna Nucleosil 120 C15 (250 x 4 mm) 10 pm
Eluyente MeOH—H20 <pH = 2,7 con H3P04) (50:50)
Patrón tR <mm)
Eriodictyol
Naringenina
Hesperetina
Pinocembrina
Sakuranetina
Isosakuranetina
Prunetina
Tectocrisina
6,53
9,87
11,62
24,69
25,01
25,06
31,52
53,21
Estas nuevas condiciones de trabajo podrían ser utilizadas
en la separación de los dos grupos de flavonoides citados; pero
no son aplicables a otros grupos, debido al gran adelanto
producido en sus tR•
También se ensayaron mezclas de metanol y agua acidificada
con ácido acético a distintas concentraciones. De ellas, se
seleccionó la mezcla de H20-AcOH <95:5) y MeOH en la proporción
(50:50>, a flujo 1 mí/mm, para la separación de aglicones
flavonoidicos, obteniéndose los resultados que se muestran en la
tabla VI.3. Este eluyente resultó ineficaz para la separación de
antocianidinas.
La eficacia de separación en estos eluyentes en régimen
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isocrático, no satisfizo suficientemente nuestros requerimientos
y, por ello, consideramos la necesidad de trabajar con
gradientes.
Tabla VI.3: tR de patrones de aglicones de
flavonoides
Columna Nucleosil 120 C18 <250 x 4 mm) 10 pm
Eluyente MeOH—<H20—AcOH, 91,5:8,5) (50:50)
Patrón tR (mm)
FLAVONA
Luteolina
Apigenina
Crisma
FLAVANONA
Eriodictyol
Naringenina
Hesperetina
Pinocembrina
Sakuranetina
Isosakuranetina
DIHIDROFLAVONOL
Taxifolina
FLAVONOL
Miricetina
Fisetina
Quercetina
Kaempferol
FLAVANO
Catequina
Epicatequina
ISOPLAVONA
Frunetina
Tectocrisina
6,89
9,81
21,53
4,48
5,79
6,52
13,13
13,74
13,71
3,30
4,20
4,76
6,19
9,59
2,42
2,66
18,22
24,39
3.2. ESTUDIO POR CLAR DE LA EFICACIA DE LOS >IETODOS DE
EXTRACCION
Para completar la información, relacionada con la selección
del método de extracción de polifenoles del material vegetal,
objeto de este estudio, se analizaron, por CLAR, los extractos
obtenidos en la aplicación de los distintos métodos, descritos en
el apartado IV.
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Para estos estudios, se utilizó un cromatógrafo Beckman
System Gold, con sistema de bombeo mod. 126, inyector automático
mod. 502, programado para inyectar 20 ¡11, y detector de
fotodiodos mod. 128.
La columna empleada fue del tipo Nucleosil 120 C18 (250 mm
x 4 mm d.i.) de 10 pm de tamaño de partícula.
La detección se realizó a las siguientes longitudes de onda:
325, 280, 320, 310 nm, con anchos de banda de 75, 5, 40, 180 nm,
respectivamente.
Los eluyentes utilizados fueron A: MeOH y B: H20-AcOH
(91,5:8,5), con el siguiente perfil de gradiente, basado, con
ligeras modificaciones, en el utilizado por TOMAS-LORENTE <1991,
comunicación personal) para el análisis de flavonoides:
t (mm> A : B
0 10 : 90
25 50 : 50
35 80 : 20
40 80 : 20
45 10 : 90
50 10 : 90
El flujo fue de 1 mí/mm, y se trabajó a temperatura
ambiente.
3.3. METODO DEFINITIVO
Finalmente, el cromatógrafo seleccionado para el análisis de
las muestras, fue un Hewlett—Packard mod. 1050 M, con sistema de
bombeo cuaternario, inyector automático, detector de fotodiodos
mod. 1040 M y estación de tratamiento de datos.
El detector se programó estableciendo distintos canales de
adquisición de información, a cada uno de los cuales se le asignó
un rango de longitudes de onda. El de aplicación general (de
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longitud de onda 325 nm, con un ancho de banda de 150 nm> permite
el reconocimiento y obtención del espectro de todos aquellos
compuestos que presenten absorción en el 11V. Asimismo, se
establecieron canales específicos de detección: a 280 ±2 nm,
característico de catequinas, proantocianidinas, flavanonas y
dihidroflavonoles; 360 ±5 nm, para flavonas y flavonoles; y 535
+ 10 nm, para antocianidinas.
No fue posible establecer un canal diferenciador de ácidos
y aldehídos fenólicos, por la diversidad de máximos de absorción
que presentan sus espectros.
Aunque en un principio se trabajó con el mismo tipo de
columna Nucleosil 120 C18 <250 x 4 mm d. i., 10 ~imde tamaño de
partícula) y con el gradiente antes comentado, la complejidad de
las muestras y la necesidad de mejorar la resolución de la
separación de ácidos y aldehídos fenólicos, nos obligó a ensayar
nuevos sistemas eluyentes y nuevas columnas con menor tamaño de
partícula y, por lo tanto, mayor eficacia. Se obtuvieron buenos
resultados con columnas del tipo Hypersil ODS <200 x 4 mxxi d. i.)
de 5 pm de tamaño de partícula.
En cuanto a los sistemas eluyentes, se ensayaron distintas
composiciones y gradientes. Se modificó el agente acidificante,
probando, además del ácido acético, los ácidos fórmico y
fosfórico. Se comprobó la necesidad de acidificar, por igual, los
dos componentes de la mezcla eluyente, es decir, el MeOH y el
H20, ya que, al utilizar detectores de fotodiodos, si sólo se
acidifica el H20, se produce una variación en la concentración de
ácido a lo largo del gradiente y, por tanto, de la absorción 11V
de la mezcla eluyente, que provoca un desajuste en el detector.
El eluyente con el que se obtuvieron mejores resultados, fue
el formado por: A: MeOH-H3P04 (999:1) y B: H20-H3P04 <999:1) con el
gradiente:
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t <mm) A B
4
40
45
50
55
20 : 80
100 0
100 0
20 : 80
20 : 80
El flujo fue de 1 mí/mm y la temperatura del horno
cromatográfico se fijó en 30 ~C.
El volumen de inyección programado fue de 20 4.
En las tablas VI.4 y VI.5, se reúnen los t~, en estas
condiciones, de todos los patrones de ácidos y aldehídos
fen6licos y de flavonoides seleccionados <ver Apéndice 1 de
nomenclatura I.U.P.A.C. y procedencia de patrones comerciales).
[ Tabla VI.4: tR de patrones de ácidos y aldehídos fenólicosen las condiciones definitivas de CLAR
Columna Hypersil ODS <200 x 4 mxxi) 5 iim
Eluyente A: MeOH-H3P04 <999:1) E: H20-H3PO,, <999:1>
Grad: a—loo % A en 40 mm, 40—45 mm ica % A
Patrón tR (mm)
Acido 3, 5-dihidroxibenzoico
Acido 2,4, 6=trihidroxibenzoico
Acido gálico
Acido 2, 5-dihidroxifenilacético
Acido 2, 6-dihidroxibenzoico
Acido protocatéquico
Acido cafeico
Acido vainíllico
Acido siríngico
Acido clorogénico
Acido ferúlico
Acido salicílico
Acido eudésmico
Acido elágico
Acido rosólico
Aldehído protocatéquico
Vainillina
Aldehído siríngico
2,36
2,42
3,43
3,94
4,74
5,29
8,13
8,61
8,65
8,94
12,65
13,38
15,91
16,23
33,31
6,37
10,25
10,60
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Tabla VI.5: tR de flavonoides. Método definitivo de CLAR
Columna Hypersil ODS (200 x 4 mm) 5 pm
Eluyente A: MeOH—H3P04 (999:1) B: H20—H3P04 (999:1).
Grad: 0—100 % A en 40 mm, 40—45 mm mo % A
Patrón tR (mm)
AGLICONES DE FLAVONA
Luteolina 21,53
Apigenina 23,91
Crisma 28,44
Flavona 29,12
AGLICONES DE FLAVANONA
Eriodictyol 17,64
Naringenina 20,49
Hesperetina 21,59
Sakuranetina 26,45
Pinocembrina 26,68
Isosakuranetina 26,73
Flavanona 29,22
AGLICONES DE FLAVANO
Catequina 4,22
Epicatequina 7,55
AGLICONES DE DIHIDROFLAVONOL Y PLAVONOL
Taxifolina 11,66
Miricetina 17,37
Fisetina 17,89
Quercetina 20,26
Kaempferol 23,33
AGLICONES DE ISOFLAVONA
Prunetina 21,75
Tectocrisina 33,92
ANTOCIANIDINAS
Delfinidina 27,48
Pelargonidina 22,24
Cianidina 33,21
GLICOSIDOS DE FLAVONA
Vitexina 13,24
Luteolín—7-.glucósido 14,20
GLICOSIDOS DE FLAVANONA
Hesperidina 14,03
Naringina 15,03
GLICOSIDOS DE FLAVONOL
Hiperósido 15,41
Rutina 15,70
Isoquercitrina 15,79
Kaempferol—7-neohesperidós ido 16,34
Quercitrina 17,51
ANTOCIANINAS
Cianina 13,18
Kuromanina 14,71
Cianidín-3-rutinósido 15,25
Cianidín—3—galactósido 22,24
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VII. IDEN¶IYIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS
1. IDENTIFICACIONES DIRECTAS POR CLAR
La posibilidad de trabajar con detectores de fotodiodos y
las librerías de espectros Uy de patrones, facilita notablemente
la identificación de compuestos fenólicos mediante CLAR.
Para confirmar las identificaciones provisionales de los
compuestos presentes en corteza, madera u hojas, obtenidas por
comparación de sus espectros 11V con los de las librerías de
patrones, se ha procedido de la siguiente manera:
1. Se comprueba la semejanza de los t~ del patrón y del
compuesto en cuestión en el gradiente habitual.
II. Se aplica el método de enriquecimiento del pico,
añadiendo una pequeña cantidad del patrón al extracto, lo
cual producirá un aumento de tamaño del pico del compuesto.
Esta mezcla se analiza nuevamente por CLAR en la columna
Hypersil ODS, con los eluyentes: A: MeOH-H3P04 (999:1) y E:
H20-H3P04 <999:1), y con los gradientes:
— Grad 1: 20 — 100 % A en 40 mm; 100 % A en 40 — 45
mm.
— Grad 2: 10 — 50 % A en 25 mm; 50 — 100 % A en 25 —
50 mm.
Se comprueba si el pico del patrón—compuesto problema
se desdobla o permanece como un único pico en los dos
gradientes.
Si, tras la aplicación del método de enriquecimiento de
pico, se confirma la identidad, se compara, por último, su
comportamiento con el del patrón en CCF, sobre celulosa en
desarrollo bidimensional, con BAW para la primera dimensión; y
con AcOH 30 % para la segunda.
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2. IDENTIFICACIONES POR CROMATOGRAFíA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE
MASAS
La técnica cromatografía de gases—espectrometría de masas
<CG-EM> se ha utilizado principalmente para identificar aquellos
compuestos, suficientemente volátiles, de los que no disponíamos
de patrones, y para el análisis de los azúcares, obtenidos en la
hidrólisis de los glicósidos.
Los compuestos no identificados, se aislaron por CLAR
semipreparativa y, tras eliminar el disolvente, se redisolvieron
en la mínima cantidad de MeOH posible, para inyectarlos en el
cromatógrafo de gases.
El equipo de CG—EM utilizado está formado por un
cromatógrafo de gases Hewlett-Packard, modelo 5890, Serie II,
acoplado a un detector selectivo de masas Hewlett—Packard 5971.
Este detector incluye una fuente de ionización por impacto
electrónico y un filtro de masas de cuadrupolo. La energía de
ionización fue 70 eV.
Se empleó una columna capilar HP-1 de metilsilicona <12m de
longitud, 0,2 mm de diámetro y 0,33 ~imde espesor de película de
fase), y se trabajó con las siguientes condiciones
cromatográficas:
1. Para los compuestos menos volátiles, se estableció una
temperatura inicial de 150 0C, alcanzando la temperatura
final de 240 0C, con un gradiente de 10 0C/min. El sistema
se mantuvo a la temperatura final durante 15 mm.
2. Para los compuestos más volátiles, se fijó la temperatura
inicial de 70 0C (que se mantuvo 5 mm) y la final a 240 0C,
con un gradiente de 3 0C/min. Se mantuvo esta temperatura
final durante 5 mm.
Para ambos casos, se estableció la temperatura del detector
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a 300 oc y la del inyector a 240 0C.
El volumen y la forma de inyección se establecieron de
acuerdo con la concentración de cada componente.
Las identificaciones se realizaron por comparación del
espectro de masas del compuesto problema con los de la librería
de espectros y/o con los encontrados en la bibliografía.
3. RECONOCIMIENTO DE GLICOSIDOS FENOLICOS
El método que se describe a continuación, ha sido aplicado
a la identificación de los componentes, cuyos tR y sus espectros
UY, obtenidos por CLAN, nos indujeron a pensar que podía tratarse
de glicósidos flavonoidicos. Se aplicaron las técnicas de
hidrólisis, tanto:
— a pequeñas porciones de extractos globales que contienen
dichos compuestos, como
— a los compuestos purificados, parcial o totalmente,
mediante CLAR, en las condiciones cromatográficas
habituales.
De este modo, se pretende, bien confirmar una estructura que
se predecía por el tR y el espectro Uy o bien, identificar el
aglicón y el azúcar, componentes del glicósido flavonoidico.
3.1. TECNICAS DE HIDROLISIS
3.1.1. Antecedentes bibliográficos
Los métodos de hidrólisis de glicósidos flavonoidicos,
descritos en la bibliografía, se pueden clasificar en tres
grupos: de hidrólisis ácida, de hidrólisis alcalina y de
hidrólisis enzimática.
A. Hidrólisis ácida. Dentro de este tipo de hidrólisis, se
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han citado varios métodos en los que se varian reactivos y
condiciones de trabajo:
A.I. Método estándar. Se emplea HCl en distintas
concentraciones, sólo o mezclado con MeOH:
- ECl 2N (KHETWAL st al., 1987; EL-GAMMAL y
MANSOUR, 1986; SEARMA y CROWDEN, 1974; ALBORNOZ,
1980; SACESE, 1988)
- HCl 1214 <MUELLER-HARVEY st al., 1987)
— ECl 5 % <WOO st al., 1979)
Las condiciones de temperatura y tiempo de
reacción son muy variadas; las más frecuentes son
calefacción a reflujo a 100 oc, desde 30 mm a 2 h.
Los tratamientos posteriores del hidrolizado son
también diversos. En algunos casos, se recomienda la
extracción, con AcOEt, del hidrolizado, para separar
los aglicones (solubles en la fase de acetato de etilo)
y los azúcares <que quedan disueltos en la fase acuosa)
<MARKHAM, 1982; SACHSE, 1988; ALBORNOZ, 1980).
Otros autores aplican un proceso de purificación
de aglicones mediante enfriamiento y cristalización
(WOO et al., 1979). En otros casos, se elimina el
disolvente de la solución del hidrolizado en rotavapor,
y el residuo seco se redisuelve en MeOH—H20 <1:1), para
su posterior análisis por CCI’.
El tratamiento con 1101 2M, a 100
0C durante 2 h,
produce la hidrólisis de los 0-glucurónidos, pero no la
de los C—glicósidos. No obstante, en estas condiciones,
los 6— y 8- mono-C-glicósidos o los 6,8-0-diglicósidos,
asimétricamente sustituidos, pueden experimentar una
reorganización de Wesely-Moser, dando lugar a dos
isómeros mayoritarios, fácilmente separables (MARKHAM,
1982)
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El método estándar provoca la rotura de los grupos
bisulfato, liberando 112S04. La presencia de grupos
sulfato en la fase acuosa, después de la extracción con
AcOEt, se detecta mediante la adición de unas gotas de
naCí2 214, con la aparición de un precipitado blanco de
BaSO4 <MARKHAM, 1982).
A.II. Hidrólisis ácida suave. Se utilizan ácidos
fuertes diluidos o ácidos débiles, solos o mezclados
con MeOH. Se recomienda su aplicación en los siguientes
casos:
a) En el estudio de poliglicósidos. MARKHAM
<1982) establece el empleo de HCl 0,2 M-MeOH
<1:1) a 100
0C, durante 10 mm; o de ácido
trifluoracético <TEA) 114, a reflujo durante 30
mm. La ventaja del TFA es su alta volatilidad,
lo que minimiza el riesgo de hidrólisis
posteriores, durante el proceso de eliminación de
disolvente en rotavapor.
Con estos tratamientos, los 7-0—diglicósidos
se convierten en 7—0—monoglicósidos, y los 3—O—
diglicósidos se hidrolizan totalmente (XARKHAM,
1982).
b) Para el estudio de glicósidos, cuyos aglicones
sean lábiles a ácidos (como sucede con algunos
flavonoles). En estos casos, se ha descrito la
utilización de TEA 2M-MeOH <1:1), a reflujo
durante 30 - 120 mm (MARKHAM, 1982); o bien HCl
0,114, neutralizando con NH
4OH, antes de la
concentración en rotavapor <EL-GAMMAL y MANSOTJR,
1986)
B. Hidrólisis enzimática. La hidrólisis enzimática es un
método específico para determinar el tipo de enlace entre el
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azúcar y el aglicón <a o I~>• Además, existen enzimas que
catalizan la rotura específica de determinados enlaces
aglicón-azúcar en 0-glicósidos de flavonoides, facilitando
su identificación <MARKHAM, 1962).
No obstante, sólo hay un número limitado de enzimas,
disponibles comercialmente. Entre ellas, se pueden destacar:
- ¡3-Glucosidasa <emulsina). Hidroliza %3-D-glicósidos y
xilósidos, no procedentes de antocianidin-glicósidos
(EL-GAMMAL y MANSOUR, 1986; MISHRA y MISRA, 1980).
- ¡3-Galactosidasa. Hidroliza 3-D—galactósidos.
- ¡3-Glucuronidasa. Hidroliza g-D-glucurónidos.
- Pectinasa. Hidroliza a-.D-poligalacturónidos <y a—D-
ramnósidos).
— Antocianasa. Hidroliza la mayor parte de los
glicósidos de antocianidinas.
— Ramnodiastasa. Hidroliza, sin alterar su estructura,
oligosacáridos de los glicósidos.
— Naringinasa. Capaz de hidrolizar el naringenín—7—O—
neohesperidósido a naringenina.
- Takadiastasa. Hidroliza a-L-ramnósidos.
Los azúcares acilados y los C—glicósidos son
resistentes a la hidrólisis enzimática.
O. Hidrólisis alcalina. Se utilizan soluciones con distintas
concentraciones de NaOH o ¡<OH, solos o con MeOH. Se pueden
distinguir las siguientes variantes, dependiendo de los
grupos de flavonoides a los que se apliquen:
0.1. Glicósidos. MARKHAM (1982) describe la utilización
de ¡<OH al 0,5 % en atmósfera de N2, para evitar la
oxidación de los aglicones liberados, con posterior
neutralización con HCl 2M. Es un método de hidrólisis
selectiva de azúcares en 7 ó (4’—), sin afectar a los
que están unidos al 3-OH.
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C.II. Acilos. Para esta aplicación, se recomienda la
redisolución del glicósido acilado en H~O o MeOH/1-120 y
adición de NaO!-! 2M (2 h y temperatura ambiente).
Después, el hidrolizado se neutraliza con HCl 214, y se
concentra a vacio. El ácido liberado se extrae con
éter; en el residuo remanente, queda el glicósido
desacilado.
Si el acilo está directamente unido al anillo
flavonoidico, la hidrólisis produce un cambio en el
espectro 11V del flavonoide desacilado respecto al
acilado.
3.1.2. Metodología
A) Ensayos preliminares
Dada la diversidad de métodos de hidrólisis encontrada en la
bibliografía, decidimos ensayar los que consideramos más
apropiados, y modificarlos para tratar de aumentar su capacidad
de preservar los aglicones, liberados en la hidrólisis.
Para ello, se prepararon mezclas de volúmenes iguales de
soluciones de 2 mg/ml de patrones:
— De aglicones, para determinar si las condiciones de
hidrólisis afectan a la estructura de los aglicones
liberados. Dicha mezcla está compuesta por: quercetina,
hesperetina, luteolina, naringenina y kaempferol.
— De glicósidos, con distintos tipos de unión y en distintas
posiciones de enlace:
- Quercitrina, hiperósido, kaempferol-7-
neohesperidósido, vitexina (C-glicósido) y hesperidina.
- Luteolín-7-glucósido, rutina, isoquercitrina y
naringina.
Se ensayaron los siguientes métodos de hidrólisis ácida:
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- Estándar, con HCl 2N, a íoo oc durante 3. h, con y sin
posterior neutralización con NH4OH al 25 %, en H20 <1:5).
- Suave, con ácido tricloroacético <TCA) 2N, a 100
0C,
durante 30 mm.
— Suave, con HCl 0,2N, a 100 0C durante 15 mm, con y sin
posterior neutralización.
El análisis cromatográfico de los hidrolizados permitió
comprobar que estos métodos de hidrólisis ácida provocan la
degradación de los aglicones de flavonol, y no afectan a los C—
glicósidos.
Se ensayó también la hidrólisis alcalina, con ¡(OH 0,5 %, a
100 0C durante 30 mm. Se sustituyó la aplicación de la atmósfera
de N
2 durante la hidrólisis, propuesta por la bibliografía, por
el cierre a yació de los viales de reacción.
Aunque este ensayo no fue satisfactorio, la diferencia de
resultados obtenidos al hidrolizar con y sin vacío, nos indujeron
a probar una hidrólisis ácida suave con vacío (TCA 2N, en vacio,
íoo oc, 30 mm). Este procedimiento preserva todos los aglicones
flavonoidicos. Por tanto, es el método que proporciona mejores
resultados.
B) Método definitivo
El método definitivo se basa en el de hidrólisis ácida suave
en vacío, modificado por la sustitución de TCA por TEA. El TEA
presenta la ventaja de su mayor volatilidad y de su más fácil
eliminación, lo cual facilita el posterior análisis de azúcares.
El esquema de este método es el que aparece en la figura VII.1.
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0,1—0,2 mg muestra seca + 200 311 TFA 2N
Congelación
Cierre a vacio en liofilizador
Calentamiento a 100 QC, 30 mm
Hidrolizado
Enfriamiento rápido
Adición de MeOH
Filtración
Eliminación TEA
CLAR Análisis de azúcares
Análisis de aglicones
Figura VII.].: Esquema del método de hidrólisis de glicósidos
flavonoidicos.
3.2. ANALISIS DE AGLICONES. DETERMINACION DE LA POSICION DE
tJNION DEL AZUCAR
Como ya se ha indicado en el esquema del método definitivo
de hidrólisis, al hidrolizado se le añade MeOH para facilitar la
redisolución de sustancias que quedan en suspensión.
Las muestras se filtran (a través de filtro de 0,45 mm), y
se analizan por CLAR, en las condiciones descritas en el apartado
VI.
Para la determinación de la posición de unión del azúcar, se
comparan los espectros DV del aglicón y del glicósido. La
glicosilación <especialmente en los hidroxilos en posiciones
3,5,7 y 4’) provoca un desplazamiento de las bandas de absorción
a longitudes de onda más cortas (MARKHAM, 1982>. Se compara
también el espectro del glicósido problema con bibliotecas de
espectros de referencia. Puesto que la naturaleza del azúcar no
afecta al espectro del glicósido, todos los glicósidos, formados
por la unión de distintos azúcares a una misma posición de un
aglicón, tendrán el mismo espectro.
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3.3. ANALISIS DE AZUCARES
Al estudiar los métodos de análisis de azúcares, liberados
en la hidrólisis de glicósidos fenólicos, se ensayó también el
fraccionamiento del hidrolizado, mediante ita extracción en fase
sólida con cartuchos Sep—pak C18, para purificar los azúcares.
La purificación se llevó a cabo en los siguientes pasos:
1. Activación del cartucho mediante el lavado con
volúmenes de 5—10 ml de MeOH y H20, sucesivamente,
secando el cartucho entre ambos lavados con uno y otro
disolvente.
2. Introducción de la muestra disuelta en MeOH, secando
a continuación el cartucho.
3. Elución de los azúcares con fracciones sucesivas de
1 ml de H20, que se recogen independientemente.
4. Lavado con metanol, para eliminar los compuestos
fenólicos retenidos.
El método de purificación se aplicó al hidrolizado, libre de
TEA, redisuelto tanto en MeOH, como en agua. La solución acuosa,
que, teóricamente, debería ser muy rica en azúcares, se purificó
también por este método, para eliminar los compuestos fenólicos
que pudiesen haber sido redisueltos en el agua.
El método de purificación no dio resultados satisfactorios.
Por ello, se consideró conveniente avanzar en la búsqueda de
técnicas de análisis de azúcares, sensibles y selectivas, que no
precisasen del proceso previo de purificación. Se ensayaron las
técnicas de CCF, CLAR, y cromatografía de gases—espectrometría de
masas <CG-EM).
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3.3.1. Análisis de azúcares por CCI’
1) Antecedentes bibliográficos
Si bien se pueden emplear placas de sílice, de ‘Kieselgur”,
o de silicato de magnesio, el soporte más frecuentemente descrito
en la bibliografía, para este tipo de análisis, es la celulosa
(RANDERATH, 1965).
Sobre ella, se han utilizado diversos eluyentes:
- n-BuOH-AcOH-H20 (4:1:5) fase superior <BAW) (MARKHAM,
1982)
- n-BuOH-EtOH—H20 <4:1:2:2) <BEW) <MARKHAM, 1982)
- n-BuOH-benceno-piridina—agua (5:1:3:3) (BBPW)
(MARKHAM, 1982)
- Isopropanoi-piridina-ácido acético—agua <8:8:1:4)
<SULSER, 1957).
- Acetato de etilo-piridina-H20 <2:1:2) <ISHERWOOD Y
JERMYN, 1951).
- Acetato de etilo-piridina-AcOH-H20 <36:36:7:21)
<MARKHAM, 1982)
- Acetato de etilo-piridina-AcOH-1120 <75:15:10:10)
(DOUKENS-RENWART y ANGENOT, 1991)
Entre los reveladores, citados en la bibliografía, se pueden
destacar:
- Ftalato ácido de anilina <PESCHKE, 1965; MARKHAM,
1982)
- Clorhidrato de p-anisidina (MARKHAM, 1982)
- Difenilamina/anilina/H3PO~ <BAILEY y BOURNE, 1960;
MARKHAM, 1982)
- Anilina/H3F04 <BRYSON y MITCHELL, 1951)
- Reactivo de Dedonder <nitrato de plata) (PETRONICI y
SAFINA, 1953).
- Nitrato de plata/hidróxido sódico (Anónimo, Reactivos
de coloración para cromatografía en capa fina y en
papel, 1958).
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- Urea-HCl (DEDONDER, 1952).
- Antrona (JOHANSON, 1953).
- Naftoresorcina-ácido sulfúrico (PASTUSKA, 1961) o
naftoresorcina-ácido fosfórico (GRUNDSCHOBER y PREY,
1961).
— Anisaldehído-ácido sulfúrico <STAHL y KALTENBACH,
1961).
2) Metodología
Se han ensayado las siguientes soluciones acuosas de
patrones: glucosa al 0,23 %, galactosa al 0,26 %, arabinosa al
0,28 %, lactosa al 0,23 % y sacarosa al 0,24 % <Merck) y ramnosa
al 0,32 % (Biochemical Reagents), con las condiciones de CCF que
se citan a continuación:
— Placas de celulosa: preparadas mezclando 15 g de polvo de
celulosa “Sigmacelí” microcristalina, tipo 20 <tamaño de
partículas 20 pm>, con 60 ml de H~O destilada. Una vez
extendida la mezcla sobre las placas, éstas se secan en
estufa a 100 0C durante 5-10 mm.
- Eluvente: AcOEt-piridina—AcOH—H
20 <75:15:10:10).
— Reveladores
:
a) Reactivo de Dedonder. Se prepara mezclando 0,5 ml de una
solución acuosa saturada de Ag<N03> con 10 ml de acetona. A
la mezcla, se le añade agua, gota a gota, hasta que el
precipitado formado <blanco, algodonoso) se redisuelva.
Después de pulverizar la placa con la solución
anterior, se expone a vapor de amoníaco, durante una hora.
La placa se calienta, a continuación, en estufa a 80
0C. Las
coloraciones se aprecian a la luz visible.
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b) Nitrato de plata-hidróxido sódico. Consta de dos
disoluciones:
— Solución 1: el reactivo de Dedonder, descrito en el
apartado anterior.
- Solución II: NaOH 0,5 N en MeOH acuoso.
Se pulveriza la placa, sucesivamente, con las
soluciones 1 y II, y se calienta 1-2 mm a 100 0C. La
observación se realiza en luz visible.
c) Urea-HCl. Se disuelven 0,5 g de urea en 2 ml de HCl 214,
y se agregan 2 ml de EtOH. Después de pulverizar las placas
con esta solución, se calientan a 100 0C hasta que se
detecta la coloración de las manchas.
d) Antrona. Se siguió el método de preparación del revelador
descrito por JOHANSON <1953), según el cual, se disuelven
0,15 g de antrona <Merck) en 5 ml de AcOil; se añaden 1 ml de
H
20 y 1 ml de H3P04 al 98 % y, después, 10 ml de EtOH
absoluto. Sin embargo, la antrona resultó prácticamente
insoluble en estas condiciones. Se filtró la suspensión de
antrona, y con el filtrado se pulverizaron las placas,
calentándolas, a continuación, durante 15 mm a 100
0C y
observándolas a la luz visible.
Los resultados de Rf obtenidos se reúnen en la tabla VII.1.
Tabla VII.l: R~ de patrones de azúcares
Patrón Rf
Lactosa
Sacarosa
Galactosa
Glucosa
Arabinosa
Ramnosa
0,03
0,06
0,06
0,08
0,14
0,33
Sobre los reveladores, se puede concluir lo siguiente:
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— De los reactivos de nitrato de plata utilizados, el que
mejor resultado proporciona es el de Dedonder, con el cual
todos los azúcares dan coloración marrón, siendo los más
intensos los obtenidos con galactosa y arabinosa y los
menos, los producidos por la ramnosa y la sacarosa.
— La urea—HCl reacciona muy débilmente, dando manchas
azules, no específicas.
— El reactivo de antrona no proporciona buenos resultados.
Sólo parecen reaccionar con él los disacáridos lactosa y
sacarosa, dando coloración amarilla—naranja, difícilmente
distinguible sobre el fondo oscurecido de la placa.
Puesto que se han utilizado concentraciones de azúcares
bastante altas, los resultados hacen pensar que este método no es
lo suficientemente sensible para permitir la identificación de
los azúcares, procedentes de la hidrólisis de los glicósidos
fenólicos, presentes en los extractos vegetales.
3.3.2. Análisis de azúcares por CLAR
1> Antecedentes bibliográficos
Los mono y oligosacáridos pueden separarse por . CLAR con
diversos tipos de columnas. Las tres más frecuentemente
utilizadas, son las de intercambio catiónico fuerte (con
distintos tipos de resinas cambiadoras), las de intercambio
catiónico débil (sílice con grupos amino ligados) y las de fase
invertida <normalmente, C18).
Las columnas de intercambio catiónico fuerte permiten
análisis rápidos y una completa elución de las muestras, si bien
la resolución de oligómeros de alto peso molecular no es
completa. La elución se desarrolla en orden decreciente de pesos
moleculares (CHEETHAM st al., 1981>.
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Las columnas de fase C18 y las amino resuelven oligómeros de
hasta 10 y 12 unidades, respectivamente. La elución es en orden
creciente de pesos moleculares. Los oligómeros se eluyen como
dobletes, ya que, al disolverse, forman anómeros. La reducción de
los azúcares con borohidruro sádico evita la formación de
anómeros <CI-IEETHAM eL al., 1981).
Las columnas C18 proporcionan gran eficacia y eluciones más
rápidas que las amino. Las columnas amino son, quizá, las menos
afectadas por las interferencias de otros componentes de
naturaleza no sacaridica. La separación de los monosacáridos se
basa en la interacción de los grupos hidroxilo de los azúcares
con la fase amino <BINDER, 1980). Arabinosa, xilosa y otras
pentosas (con 4 grupos hidroxilo) se eluyen antes que las hexosas
(con 5 grupos hidroxilo). La excepción es la ramnosa que, aún
siendo hexosa, se eluye con las pentosas, por poseer sólo cuatro
grupos hidroxilo.
Los detectores, más frecuentemente utilizados para el
análisis de azúcares, son los de indice de refracción. Tienen la
desventaja de su limitada sensibilidad, y las alteraciones que
les producen los cambios de temperatura y las pulsaciones de
presión de las bombas. Los detectores ultravioleta son más
sensibles en longitudes de onda bajas, y se afectan menos por
variaciones de temperatura y presión. La detección 11V permite el
empleo de gradientes de elución. No obstante, presenta la
desventaja de estar sujeta a muchas interferencias, ya que la
máxima sensibilidad de detección de azúcares se produce a
longitudes de onda de 190 nm e inferiores. Esto obliga a que los
eluyentes sean de alta pureza, puesto que las impurezas pueden
producir ruido y limitar la sensibilidad a estas longitudes de
onda.
Se están desarrollando métodos de derivación postcolumna,
que aumentan considerablemente la sensibilidad y selectividad en
el análisis de azúcares (VRANTY et al., 1985; GANDELMAN y BIRKS,
1982; DEL NOZAL st al., 1992).
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En las columnas de resinas de intercambio iónico, se
recomienda el empleo de agua como eluyente. En las amino y C18,
se suelen emplear mezclas de acetonitrilo—agua, considerando que
la retención de los azúcares disminuye al aumentar la proporción
de agua.
2) Metodología
El análisis de azúcares, por CLAR, se llevó a cabo en un
cromatógrafo Konik KNK—500, equipado con un detector de índice de
refracción ERC-7520 <Erma Inc.) y un integrador Konik KNK-825—
318.
La columna utilizada fue una CHO—682, especial para
carbohidratos, (300 x 7,8 mm) empaquetada con una resma de
intercambio catiónico con Pb
2~.
Para la elución, se aplicaron las condiciones recomendadas
por el fabricante de la columna. Estas son:
- Flujo: 0,4 mí/mm
— Eluyente: HzO
— T~ horno: 90 0C
En estas condiciones, se inyectaron volúmenes de 50 ml de
las soluciones de patrones de azúcares, preparadas para CCF,
obteniéndose los tR recogidos en la tabla VII.2.
Las condiciones descritas permitieron una buena separación
de los patrones, a excepción de ramnosa y galactosa que no se
pudieron separar con esta columna. Ello supuso un gran
inconveniente para la aplicación de la técnica a nuestro
problema, dado que sospechamos la presencia de galactósidos y/o
ramnósidos en los extractos de hojas de Eucalyptus.
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Tabla VII.2: tR de patrones de azúcares
Columna -CHO-682 <Pb2~)
Eluyente H
20, 1 mí/mm, 90 ~C
Patrón tR <mm)
Sacarosa
Lactosa
Glucosa
Galactosa
Ramnosa
Arabinosa
15,40
17,05
18,08
22,05
22,10
23,18
Por otra parte, al aplicar la técnica a los hidrolizados, se
aprecia que carece de la sensibilidad necesaria para detectar
todos los azúcares liberados de los glicósidos fenólicos. Se
decidió, entonces, ensayar la técnica de acoplamiento de
cromatografía de gases—espectrometría de masas.
3.3.3. Análisis de azúcares por CG-EM
1> Antecedentes bibliográficos
Los azúcares pueden ser analizados por cromatografía de
gases con columnas capilares o empaquetadas; pero, para ello,
deben ser transformados previamente, para convertirlos en
sustancias suficientemente volátiles, bloqueando sus grupos
hidroxilo e impidiendo la formación de puentes de hidrógeno
intermoleculares.
l.A) Técnicas de derivación de azúcares.
Las técnicas de derivación, usadas en la cromatografía de
gases, se engloban en tres bloques principales:
- Alciuilación. Implica el reemplazamiento de un hidrógeno
activo por un grupo alifático <METCALF y SCHMITZ, 1966) o
aromático (KAWAHARA, 1968).
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— Acilación. Es la conversión de compuestos que tienen
hidrógenos activos, en ésteres, tioésteres y amidas, por la
acción de un ácido carboxílico o de un derivado de un ácido
carboxilico <DONIKE, 1978; SULLIVAN y SCHEWE, 1977;
BENINGTON st al., 1975).
- Sililación. Es la técnica de derivación más ampliamente
utilizada para aplicaciones de cromatografía de gases. Los
silil—derivados se obtienen por sustitución de hidrógenos
activos de ácidos, alcoholes, tioles, aminas, cetonas
enolizables y aldehídos por grupos trimetilsililo. El
término sililación se usa como abreviatura de
trimetilsililación, aunque también se utiliza para
referirnos a la unión de grupos sililo, como dimetilsilil [-
SiH(CH3)2], t—butildimetilsilil [—Si<CH3)2C(CH3)3] y
clorometildimetilsilil [—Si<CH3)Cl(CH3)2] (PIERCE, 1968;
KNAPP, 1979).
A continuación, nos centramos en la técnica de la sililación
y su aplicación al análisis de azúcares.
Los tiempos de reacción de sililación varían de unos
compuestos a otros, en orden decreciente de facilidad de
sililación, según: alcoholes <primario, secundario, terciario),
fenoles, ácidos carboxilicos, aminas (primaria, secundaria> y
amidas.
Los trimetilsilil derivados <TMS-derivados) presentan la
ventaja de su alta estabilidad térmica. Sin embargo, el agua
descompone tanto los reactivos como los TMS derivados. Su
estabilidad hidrolítica es muy variable, influyendo en ella las
características estructurales y estéricas de las moléculas.
Dado que los reactivos de sililación reaccionan con átomos
de hidrógeno activos, deben evitarse todos los disolventes que
los contengan, o que sean capaces de generarlos. Un exceso de
reactivo puede utilizarse como disolvente, puesto que, además, el
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producto sililado puede ser más soluble en el reactivo que el
producto de partida. Se suelen usar, como disolventes, piridina,
dimetilformamida, dimetilsulfóxido y acetonitrilo <PIERCE, 1993).
Entre los reactivos de sililación, se pueden destacar:
— Hexametildisilazano <HMDS). No es un buen donador de
grupos trimetilsililo, pero presenta la ventaja de ser
relativamente barato. No reacciona con grupos impedidos
estéricamente, ni tampoco con átomos de hidrógeno,
debilmente activos.
- N-dimetilsilildietilamina (TMSDEA). Más potente que el
anterior, pero no es muy utilizado. Es particularmente útil
para derivatizar ácidos de bajo peso molecular.
- N.O-bis(trimetilsililiacetamida <BSA). Es un agente
donador de grupos TMS, ampliamente usado, para la derivación
de grupos alcoholes, aminas, amidas, ácidos carboxílicos,
fenoles, esteroides y alcaloides. Los productos secundarios
de la reacción son suficientemente volátiles, como para no
interferir en la separación cromatográfica. Se pueden usar
con trimetilclorosilano <TMCS> como catalizador, ya que, en
su presencia, se aumenta tanto la velocidad de reacción como
la capacidad del BSA para sililar grupos estéricamente
impedidos. Aunque puede reaccionar en ausencia de
disolvente, se suele usar con piridina o dimetilformamida
<¡<¡JEBE st al., 1966).
- N,O-bis<trimetilsililitrifluOrOacetamida <BSTFA). Tiene un
poder donador de TMS semejante al BSA, pero presenta la
ventaja de que sus productos secundarios son más volátiles
que los de éste y, por ello, interfieren menos (GEHKRE y
LEIMER, 1971). Sus condiciones de utilización son semejantes
a los del ESA.
- N-metil-N-trimetil5ili1trifluOra~Jetamida <MSTFA). Tiene un
poder donador semejante al del BSA y al BSTFA. Se ha
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utilizado para preparar derivados volátiles, estables
térmicamente, para cromatografía de gases—espectrometria de
masas (HSU eL al., 1988). Tiene la ventaja de la gran
volatilidad de la 14-metiltrifluoracetamida, su subproducto.
Se puede usar como los anteriores, disuelto en piridina y
acompañado de TMCS, con lo que aumenta su capacidad
sililante.
- N-metil-N-( tsrt-butildimetilsilifl-trifluoracetamida
<MTBSTFA). Reacciona con grupos carboxilo, hidroxilo, tiol
y aminas primarias y secundarias. Los TBDMS éteres son
bastante más estables que los TMS éteres (BAZAN y KNAPP,
1982).
- N-trimetilsililimidazol <TMSÍ). Normalmente, reacciona
sólo con grupos hidroxilo. Es útil para la sililación de
hidroxilos impedidos estéricamente. Combinado con BSA, da
una mezcla de gran capacidad de sililación.
En cuanto al análisis de azúcares, son varios los reactivos
de obtención de los TMS-derivados descritos en la bibliografía.
SWEELEY st al. (1963) desarrollaron un método que utiliza
hexametildisilazano-trimetilclorosilano-piridina <2:1:10). Este
método ha sido aplicado posteriormente por ARPINO st al., <1977),
por GARCÍA-RASO st al. (1987, 1989) y MARTíNEZ-CASTRO et al.
(1989). KOUASSI eL al. (1990) utilizan la misma mezcla de
reactivos en la proporción (2:1:4); y MARKHAM <1982), en la
proporción (2:1:2). Hay también referencias del empleo de
trimetilsililimidazol <PIERCE, 1993; GOMEZ—CORDOVES, 1993,
comunicación personal; GARCíA-RASO et al., 1987, 1992).
En todos los casos, el problema que se plantea, en la
obtención de los TMS—derivados de los azúcares, es que éstos, en
disolución, se encuentran formando una mezcla, en equilibrio, de
los anómeros a y j3 de los dos tipos de ciclos, de 5 eslabones
<furanósido> y de 6 eslabones (piranósido). Por tanto, en teoría,
cada azúcar podría formar 4 derivados diferentes. De hecho, al
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analizar los TMS—derivados, es corriente encontrar más de un pico
para un mismo azúcar. Se han propuesto varias soluciones a este
problema; entre ellas, la reducción del grupo aldehído para
formar el alditol <KLOK et al., 1981; OSHÍMA eL al., 1983).
1.B) Análisis de los TMS-derivados por
cromatografía de gases.-espectrometria de masas.
El principio de separación de la cromatografía de gases es
el mismo que el de la cromatografía de líquidos. Sin embargo, en
la cromatografía de gases (CG), la fase móvil es un gas y la fase
estacionaria puede ser un sólido o un liquido.
La espectrometría de masas es una técnica de gran
importancia en la identificación y elucidación estructural de
compuestos orgánicos.
El fundamento de la espectrometria de masas es la
generación, a partir de la molécula original, de partículas
cargadas que se ordenan en función de su relación masa/carga.
El acoplamiento de un cromatógrafo de gases, con un
espectrómetro de masas, conlíeva un problema de compatibilidad,
ya que la presión óptima de trabajo del espectrómetro de masas es
de í0~—íO~ torr, mientras que el cromatógrafo trabaja a presiones
superiores a 760 torr. La interfase, entre ambos, debe atenuar la
presión del gas portador sin provocar ensanchamientos de los
picos.
Los sistemas ideados como interfases pueden ser:
— Divisores de flujo: que sólo permiten la entrada de una
pequeña cantidad de gas en el espectrómetro.
— Separadores moleculares: aumentan la cantidad de muestra
mediante una difusión del gas portador a través de membranas
semipermeables.
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Al analizar, por cromatografía de gases, los TMS—derivados
de los azúcares, hay que tener en cuenta un conjunto de
consideraciones. La afinidad que manifiestan los reactivos de
sililación y los TMS-derivados por los átomos de hidrógeno
activos, condicionan la elección de la columna. Hay que tener en
cuenta que las fases estacionarias que contengan ese tipo de
grupos, pueden verse dañadas irreversiblemente por estos
productos. No se recomienda, por ejemplo, el empleo de
polietilenglicoles, como el CARBOWAX.
Las siliconas son las fases estacionarias más utilizadas
para el análisis de los TMS-derivados. La alta estabilidad
térmica, tanto de estas fases estacionarias como de los reactivos
y derivados, permiten trabajar en un amplio rango de
temperaturas. Las fases más empleadas, en orden creciente de
polaridad, son: metilsiliconas - SE-30 (GARCíA-RASO st al., 1987,
1989), OV—1 (MARKI-IAM, 1982) y 0V—ial (KOUASSI eL al., 1990;
ARPINO st al., 1977)—; las fenilmetilsiliconas — 0V—li y OV—25
<ARPÍNO st al., 1977; GARCÍA RASO st al., 1987, 1989, 1992) —, y
cianopropilmetilsiliconas y cianopropilfenilmetilsiliconas
<GARCÍA—RASO st al., 1987, 1989).
También debe evitarse el empleo de inyectores de acero
inoxidable. Se recomienda el empleo de inyectores de vidrio, o la
inyección directa en columna (PIERCE, 1993).
La detección, por espectrometría de masas, presenta también
ciertas ventajas cuando la separación cromatográfica es
insuficiente, o existen dudas acerca de la identificación de los
picos cromatográficos. Una detección selectiva de iones permite
distinguir los picos procedentes de azúcares y los de compuestos
fenólicos. También aporta información acerca del tamaño del
anillo de ciclación de los azúcares (RADFORD y DE JONGH, 1972).
Así, el espectro de masas de los TMS—piranósidos presenta un pico
base de m/z 204 {[<CH3)3Si-O-CHCH-O-Si(CHfl3]~}, mientras que los
TMS-furanósidos lo tienen a m/z 217 {[(CHfl3Si-OCH-CHCH-O-
Si<CH1fl3]~}. Los espectros de masas de las formas a y J3 no
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difieren.
2) Metodología
El método elegido es el descrito por GIL-ALBERDÍ <1987), con
ligeras modificaciones. Se seleccionó este método, en lugar de
los más específicos de azúcares, con el fin de obtener no sólo
los TMS derivados de los azúcares, sino también, los de los
polifenoles que podrían estar presentes en la solución de
hidrólisis. Se utilizan los siguientes reactivos:
- N,O—bis<trimetilsilil)-acetamida, BSA <Fluka)
— Trimetilclorosilano, TMCS <Fluka)
— Piridina anhidra, preparada mediante destilación
sobre hidróxido sódico y dimetilsulfóxido.
Para la obtención de los TMS—derivados, pesamos, en un vial,
1 mg del azúcar a transformar en derivado y añadimos 0,2 ml de
BSA, 0,1 ml de TMCS y 3 ó 4 gotas de piridina anhidra. El vial
cerrado se mantuvo 2 h a 60 0C. Una vez trío, el producto de la
reacción se inyecta directamente en el CG—EM.
Para los análisis de los azúcares, por CG—EM, se utilizaron
el equipo y la columna descritos en el apartado VÍÍ.2. Las
condiciones cromatográficas fueron las siguientes: temperatura
programada de 130—270 0C, con tiempo inicial de 1 mm y un
gradiente de 5 0C/min, manteniendo la temperatura final durante
15 mm. La temperatura del detector se fijó en 300 0C y la del
inyector en 270 0C.
Los patrones de azúcares se sometieron a las condiciones de
hidrólisis y de derivación, descritas anteriormente, con el fin
de determinar el efecto del doble tratamiento sobre las
proporciones de las distintas formas de ciclación de los
azúcares, que corresponden a picos diferentes en los
cromatogramas de sus TMS—derivados.
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En la tabla VII.3, se reúnen los resultados referentes a los
tR y las proporciones relativas de cada uno de los distintos
picos, correspondientes de cada patrón.
Tabla VIÍ.3: Comportamiento de los patrones de azúcares
en CG-EM.
Columna I-IP-1 metilsilicona (12 m
r~ Programada 130-270 ~C; 5 ~C/min
Patrón ta Ciclación Abundancia
Arabinosa
7,89
8,10
8,36
8,94
Furanosa
Piranosa
Piranosa
Furanosa
+
+
Ramnosa
8,15
9,36
9,89
10,31
Piranosa
Piranosa
Furanosa
Furanosa
+
+
Galactosa
12,15
12,94
13,89
Furanosa
Piranosa
Piranosa
Glucosa
12,52
13,42
15,31
Furanosa
Piranosa
Piranosa
+
Fructosa 12,00
12,21
Furanosa
Piranosa +
Manosa 11,14
11,74
Pira~osa
Piranosa
Xilosa 9,52 Piranosa
Ac. galacturónico 13,36
15,21
Piranosa
Piranosa ++
La asignación estructural de las distintas formas de los
azúcares, se ha realizado en base a las abundancias de los picos
de m/z 204 y 217 de sus espectros de masas.
Además de los monosacáridos que figuran en la tabla VÍI.3,
se ensayaron dos disacáridos <sacarosa y lactosa), sometiéndoles
a las condiciones de hidrólisis y posterior derivación. Este
tratamiento produjo la hidrólisis del disacárido y la generación
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de los monosacáridos integrantes que presentaron las mismas
proporciones de las formas piranosa y furanosa, que los
monosacáridos tratados individualmente.
La figura VÍÍ.1 contiene un cromatograma de CG—EM de la
mezcla de patrones de azúcares, en el que se ha seleccionado el
ión 204 para la representación.
Abundance Ion 204.00
200000
180000 6
160000
140000
120000
100000
5
80000 2
3
60000
40000
10
20000 .~8
Time—> 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00
Figura VII.1: Cromatograma CG—EM de la mezcla de azúcares,
mediante representación del ión 204. 1: arabinosa; 2: ramnosa; 3:
xilosa ; 4: manosa; 5: galactosa; 6: glucosa; 7: galactosa; 8:
ácido galacturónico; 9: glucosa; 10: sacarosa + lactosa.
Cuando el tratamiento de hidrólisis y derivación se aplicó
a los extractos etéreos o a los glicósidos, aislados por
cromatografía semipreparativa, las soluciones de hidrólisis se
concentraron a sequedad <en estufa de vacío, a 45 0C), antes de
la reacción de sililación.
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VIII - VALORACIONES CUANTITATIVAS Y SENICUANTITATIVAS
1. VALORACIONES CUANTITATIVAS
Se han realizado dos tipos de valoraciones cuantitativas de
los compuestos polifenólicos, presentes en los extractos de
madera, corteza y hojas: valoraciones globales del contenido de
fenoles totales, mediante el método de Folin—Ciocalteau; y,
valoraciones cuantitativas, por CLAR, de aquellos compuestos
identificados de los que se disponía de patrones.
1.1. METODO DE DETERMINACION DE FENOLES TOTALES DE FOLIN-
CIOCALTEU
El reactivo de Folin—Ciocalteu es una solución ácida de
polímeros complejos de ácidos fosfomolíbdicos y fosfowolfrámicos.
Este reactivo, de color amarillo, oxida los fenolatos,
reduciéndose los ácidos del reactivo, para dar lugar a un
complejo azul de molibdeno—wolframio. En este proceso, se produce
una reducción parcial del estado de valencia de Mo y W de +6 a
+5. Una reducción completa, a la valencia más baja, destruye el
color. No se conoce bien la naturaleza de estos complejos
<SINGLETON y ROSSI, 1965).
Los fenoles sólo se oxidan rápidamente en un medio
suficientemente alcalino. Pero, en estas condiciones, el reactivo
oxidante y el pigmento azul son inestables. Por ello, el reactivo
debe encontrarse en exceso, para que, aún a pH alcalino, se
conserve inalterada al menos una fracción el tiempo necesario
para reaccionar con todos los fenolatos.
El método utilizado está basado en el de SINGLETON y ROSSÍ
<1965). Estos autores estudiaron las características
diferenciadoras de los reactivos de Folin—Denis y Folin-
Ciocalteu, y modificaron este último reactivo para incrementar su
sensibilidad y selectividad frente a los fenoles. En este trabajo
se selecciona la longitud de onda de 760 nm, como óptima, para la
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lectura de absorción del complejo azul.
Estos autores recomiendan la utilización de una serie de
compuestos como patrones, para la obtención de curvas de
calibración. De ellos, hemos seleccionado la quercetina, por
considerar el compuesto más característico, dentro de los
distintos grupos estructurales identificados en las muestras
estudiadas.
Se diluyeron las muestras para que los productos de reacción
diesen unos valores de absorbancia inferiores o iguales a 0,5.
El método aplicado fue el siguiente: a 0,5 ml del extracto
acuoso diluido <ver Figura IV.5 del esquema definitivo de
extracción), se le añaden 2,5 ml de una solución acuosa, al 10%
del reactivo Folin-Ciocalteu Merck y 2 ml de Na2CO3 0,35 N. La
mezcla se mantiene durante 5 mm, en baño diaria a 502 C. Después
se enfría y se centrifuga, si se observa aparición de
precipitado. Se mide la absorbancia a 760 nm.
La curva de calibración se prepara con soluciones acuosas de
2,5-40 31g/ml de quercetina, sometidos al mismo tratamiento que
las muestras. La recta cumple la ecuación de Lambert—Beer, en la
que la pendiente corresponde al coeficiente de extinción molar,
y la ordenada en el origen es cero. Se ha elaborado con tres
repeticiones para cada concentración, aplicando el método de
mínimos cuadrados para el ajuste de los valores obtenidos. El
coeficiente de extinción molar, para la quercetina, es 45,4 x
ío~.
1.2. VALORACION CUANTITATIVA POR CLAR
Para la valoración cuantitativa, por CLAR, de los compuestos
identificados en las muestras, se prepararon las correspondientes
rectas de calibración, utilizando patrones comerciales.
Las condiciones cromatográficas, para la elaboración de las
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rectas, fueron las expuestas en el apartado VI.3.3. La detección
se realizó a 325 nm, con un ancho de banda de 150 nm.
Para cada patrón, se seleccionó el rango de concentraciones
apropiado al contenido de ese compuesto en las muestras.
Las ecuaciones de las rectas de calibración se calcularon
por el método de mínimos cuadrados. En estas ecuaciones, los
valores de y corresponden a las concentraciones de los patrones;
y las de x a las áreas de los picos cromatográficos, expresadas
en unidades de integrador. El umbral de integración se establece
en 1 unidad.
En la tabla VIII.l, se reúnen los datos de los rangos de
concentraciones y ecuaciones de las rectas de calibración para
cada uno de los patrones.
Tabla VIÍI.1: Rectas de calibrado de patrones para valoraciones
cuantitativas por CIAR.
Patrón
Rango de
concent.
(mglml)
Ecuación de la recta
de calibrado
y = ax + b
Coefic.
correl.
(r2)
Ac. protocatéquico
Ald. protocatéquico
Vainillina
Ácido gálico
Acido elágico
Quercetina
Luteolina
Haringenina
Kaempferol
Eriodictyol
Taxifolina
Apigenina
0,050 - 1,000
0,020 - 1,000
0,010 - 0,600
0,020 - 0,600
0,002 - 0,040
0,050 - 1,000
0,020 - 1,200
0,010 - 1,000
0.005 - 0,300
0,050 - 1,000
0,010 — 1,000
0,010 - 0,250
y=8,4.105 x—1,61.102
y6,2.103 x-5,65.103
y=5,0.105 x-9,54.103
y=9,6.105 x-2,85.102
y=3,3.105 x+8,10.105
y=4.9.105 x-6,29.102
y=6,3.105 x-3,29.102
y=8,9.105 x-l,64.102
y=i,9.10’ x-1,06.102
y=1,26.104 x-4,90.10
2y=1,06.1r
4 x-1,95.10
y=5,9.105 x-1,02.102
0,996
0,996
0,996
0,991
0,999
0,998
0,991
0,996
0,996
0,996
0,990
0998
Inicialmente, se asignó el calificativo de “trazas’t a las
concentraciones, correspondientes a picos cuyas áreas eran
inferiores al valor de la abscisa en el origen, para cada una de
las rectas. Para homogeneizar los resultados, se modificó este
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concepto de “trazas”, asignándolo a las concentraciones
correspondientes a los valores de áreas por debajo del valor
máximo de abscisa en el origen de todas las rectas de calibrado
(290 unidades de integrador). Las excepciones fueron luteolina y
kaempferol, para las cuales el término de “trazas” correspondió
a áreas por debajo de 550 unidades de integrador, y quercetina,
para áreas inferiores a 1280 unidades.
2. VALORACIONES SEMICUANTITATIVAS
Todos aquellos picos que no han podido ser identificados, o
de los que sólo se conoce el grupo polifenólico a que pertenecen,
no pudieron ser cuantificados por el método del patrón externo,
descrito anteriormente.
En estos casos, se ha procedido a valorar
semicuantitativamente los compuestos, mediante integración de sus
picos cromatográficos, en las condiciones de análisis por ChAR,
descritas previamente. De esta forma, teniendo en cuenta los
diferentes factores de dilución de las muestras, es posible
comparar las concentraciones de un mismo compuesto en distintas
muestras. Sin embargo, puesto que cada compuesto tiene un
coeficiente de extinción diferente, no se puede establecer una
equivalencia entre las áreas de los distintos picos, de una misma
muestra y las concentraciones de los componentes
correspondientes.
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IX. ANALISIS NUMERICO
Las variables que se han considerado, como objeto de
análisis estadístico dentro de este estudio, son de dos tipos:
1. Variables continuas, entre las que se encuentran los
rendimientos globales <extractos metanólicos) y rendimientos
de las fracciones solubles en éter (extractos etéreos), los
contenidos en fenoles totales y los resultados de los
análisis de caracterización de maderas.
2. Variables discretas. Si bien hubiésemos preferido la
utilización de variables continuas, nos hemos visto
obligados a tratar, como discretas, una serie de variables,
empleando un método semejante al utilizado por los ecólogos
para el estudio de la presencia y abundancia de especies en
los diversos nichos ecológicos.
En la realización del análisis numérico, encontramos
problemas al tratar de comparar la abundancia relativa de los
distintos componentes químicos de los extractos de madera,
corteza y hojas <incluidos los de los aceites esenciales) de las
tres especies del género Eucalyptus. En algunos casos, fue
posible cuantificar, de forma precisa, la concentración de
determinados compuestos, por disponer de patrones comerciales que
permitían la elaboración de curvas de calibración; pero, en la
mayoría de los casos, se realizó una valoración aproximada,
basada en las áreas de los picos cromatográficos de cada
componente.
Para establecer un criterio uniforme, se decidió valorar los
componentes químicos como variables, representadas por las áreas
de sus picos cromatográficos, independientemente de si se podía
cuantificar su concentración de forma exacta o no.
La ausencia absoluta de algunos componentes, en algunas de
las muestras, aumentó la necesidad de utilizar variables
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discretas. Aquellos compuestos en los que todos los datos
presentaban distribución continua y asimilable a la normal,
pudieron ser tratados en forma de variable continua para su
análisis independiente, pero transformadas en variables discretas
cuando se analizaban conjuntamente con las demás. Dicha
transformación se realizó, de forma independiente, para cada
variable, según su rango de variación.
Se estableció un criterio para la transformación de las
abundancias relativas en las variables discretas, de modo que:
— Valores de 0: ausencia del producto.
— Valores de 0—1: presencia escasa.
— Valores de 1—2: presencia moderada.
— Valores de 2—3: presencia abundante.
— Valores de 4: presencia muy abundante.
Con los dos tipos de variables expuestos, se han establecido
los siguientes análisis:
1. Análisis univariante. Son ensayos de comparación de
medias a través de un modelo de variable simple, por el que
se pretende conocer si hay diferencias significativas para
cada uno de los productos entre las tres especies.
Se ha empleado la técnica del análisis de. varianza
<modelo jerárquico simple), a pesar de que el tipo de datos
incumple parcialmente las exigencias de esta técnica de
análisis.
2. Análisis multivariante. Se han agrupado las variables por
afinidad química, para intentar, por medio de técnicas de
análisis multivariante (análisis canónico de
correspondencias, Canoco <TER BRAK, 1987)), detectar si es
posible discriminar, de forma eficiente, las distintas
especies en estudio.
La tabla IX.l reúne las asociaciones de variables,
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establecidas según la afinidad química de los componentes de
los extractos de madera, corteza y hojas, que se han
sometido a análisis multivariante. Los componentes se
nombran por el número de su pico cromatográfico.
• Tabla IX.l: Distribución de los componentes químicos para el análisis
multivariante.
Madera Corteza Hojas
Acidos y aldehídos
fenólicos
1,4,5,6,7,11 1,2,3a,4,
5,6,9
1,2,3,8
Elagitaninos 11,13a,14,15
16b,17,19
9,12,13,14a,
lSa,21a,21
4,lla,13a,15a,20b
Flavonoles 13b,16a,17a 10,14,18,19
Grupo 1:
13d,16,17,17b,
20, 22b
Grupo 2:
5,6,7,9,10,11,12
Grupo 3:
5.6,7.9,10,J-1,13d
Grupo 4:
12,17, 22b
Grupo 5:
7,9,10, l1,12,13d,
16, 17b ,20, 22b
Flavanonas 8,12,16,18,20 7,8,11.
15,16,20
14a,14b,16a,22a
Como se observa en el cuadro anterior, se han establecido
unos grupos generales de ácidos y aldehídos fenólicos,
elagitaninos y flavanonas, tanto en madera como en corteza y
hojas. Sin embargo, hemos considerado conveniente tratar de forma
fraccionada el grupo de flavonoles de las hojas, por ser un grupo
muy abundante y con una amplia diversidad estructural. Por ello,
los flavonoles de hojas se han agrupado según:
— Grupo 1: aglicones de flavonol
- Grupo 2: glicósidos de flavonol
- Grupo 3: quercetina y sus glicósidos
— Grupo 4: kaempferol y sus derivados
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— Grupo 5: asociación de variables de los grupos anteriores,
que presentaron diferencias notables en el análisis
univariante.
Además, se han establecido otros agrupamientos entre las
variables que representan los componentes de los aceites
esenciales de las hojas:
— Terpenos 1: a—pineno, ¡3—pineno, mirceno, limoneno, 1,8—
cineol, pinocarvona, trans—pinocarveol.
— Terpenos 2: p—cimeno, criptona, terpinen—4—ol, acetato de
cx-terpinilo, cz-terpineol, cuminaldehído.
- Terpenos 3: viridiflorol, globulol, espatulenol.
— Terpenos 4: agrupación de componentes terpénicos que, en
el análisis univariante, han presentado diferencias
significativas entre especies, es decir, 13—pineno, mirceno,
p—cimeno, criptona, cuminaldehído, globulol.
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X. RESULTADOS Y DISCUSION
La exposición de los resultados obtenidos y su discusión se
va a desglosar en tres bloques, cada uno de los cuales
corresponde a una de las tres especies estudiadas: Eucalyptus
camaldulensis, E. globulus y E. rudis.
1. EUCALYPTEJS CANALDULEMSXS 0E111411.
1.1. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS
1.1.1. Caracterización de hojas. Análisis de aceites
esenciales
La tabla X.l.1 muestra los resultados de los análisis de los
aceites esenciales de las hojas de E. camaldulensis. En ella, la
concentración de cada componente se expresa en porcentaje de área
del pico cromatográfico correspondiente. En esta tabla se
incluyen asimismo los rendimientos de destilación, expresados
también en porcentaje (V/P), referido al peso de muestra seca. De
igual forma, en la figura X.l.l se representan los cromatogramas
de muestras tipo de E. camaldulsnsis. Las condiciones de
destilación y de análisis de los aceites esenciales se expusieron
en el apartado ÍII.2.1.
A parte de los resultados publicados por PENFOLD y WILLÍS
<1961), los datos conocidos sobre la composición de los aceites
esenciales de E. camaldulensis, corresponden a dos muestras, de
India <SÍNGH y SINHA, 1981) y Marruecos <ZRÍRA y BENJILALÍ,
1991). Estos aceites tienen, como principales componentes, p—
cimeno y 1,8—cineol. Las diferencias entre estas muestras se
basan en la concentración del 1,8—cineol y en la presencia o
ausencia de cuminaldehído y felandral.
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Tabla X.1.l: composición de los aceites esenciales de hojas de
Eucalyptus cama Idulensis
Concentración <2)
Pico Componente HECí HEC2 HEC3 HEC4 HEOS PECí PEC2
1 a—Pineno 1,3 1,1 0.9 2,9 2,3 1,3 1,0
2 3-Pineno 5,2 0,2 t 8,3 6,9 0,2 t
3 Mirceno 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 8,5 11,4
4 Limoneno 0,9 1.8 1,0 1,4 0,9 0,5 0,6
5 3—Felandreno 0,2 0,7 0,7 0,5 1,1 1,0 1,4
6 1,8-cineol 2,1 2,1 2,1 2,7 2,2 0,8 1,5
7 y-Terpineno 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,5 0,4
8 p-Cimeno 24,2 40,6 43,6 34,7 38,5 28,1 27,8
9 Linalol 0,1 0,2 t 0,2 0,1 0,9 0,8
10 Ester 0,6 0,6 0,4 0,5 0,4 0,1 0,2
11 Pinocarvona 1,0 t 0,1 1,0 0,7 t 0,1
12 3-Cariofileno 0,1 0,3 0,3 0,3 0,4 1,4 1,8
13 Aromadendreno 0,6 0,1 0,2 0,4 0,4 t t
14 Terpinen-4—ol 2,1 2,7 1,5 2,5 2,1 0,8 1,2
15 Mirtenal 2,2 t t 1,9 1,7 t t
16 Alloaromadendreno 0,5 1,0 0,5 0,5 0,4 0,3 0,3
17 trans-Pinocarveol 3,6 0,2 0,2 2,6 2,2 0,3 0,3
18 Criptona 12,4 12,2 12,9 10,8 13,9 0,6 0,2
19 cx-Terpineol 1,8 1,8 0,7 2,3 0,8 1,6 0,6
20 Felandral 1,3 2,4 3,7 2,3 3,2 0,2 0,2
21 Alcohol monoterpénico 0,9 0,7 0,4 0,5 0,4 0,2 0,1
22 Cuminaldehido 3,6 4,8 5,3 3,9 5,3 0,1 0,2
23 Mirtenol 1,8 0,1 t 1,2 1,0 0,2 t
24 p-Cimen-8-ol 1,2 1,0 1,0 0,9 0,9 t 0,1
25 Alc. sesquiterpénico 0,1 t 0,1 0,2 t 0,4 0,7
26 Oxido cariofileno 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 1,4 1,7
27 Alo. sesquiterpénico t t t t t 1,1 1,9
28 Alc. sesquiterpénico 0,3 0,3 0,2 0,2 0,1 0,6 1,0
29 Alc. sesquiterpénico t t t t t 1,4 3,1
30 Viridiflorol 0,1 t t t t 3,8 6,4
31 p-Eudesmol 0,4 0,4 0,3 0,3 0,1 3,9 6,0
32 Ledol t t t t t 1,4 2,2
33 Alcohol cuntinico 1,0 0,7 0,8 0,6 0,8 t t
34 Globulol t t t t t 1,7 3,0
35 Espatulenol 15,3 16,0 13,7 7,0 6,0 20,0 11,4
36 Alo. sesquiterpénico 0,4 0,1 0,2 0,3 t 1,4 0,4
37 Timol 0,2 0,4 0,1 0,2 t 0,9 0,5
38 Carvacrol 0,7 0,9 0,7 0,6 0,7 0,7 0,5
39 a—Cadinol 1,1 0,8 1,1 0,7 0,7 2,4 2,1
Rendimiento (2) 0,86 1,14 0,62 0,82 0,91 0,12 0,16
H = Huelva, P = Pontevedra, EC = E. camaldulensis; t = trazas «0,1 2).
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Figura X.l.l: Cromatogramas de aceites esenciales de Eucalyptus
camaldulsnsis. a: muestra HECí. b: muestra HEC2. c: muestra PEC2.
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Se observa que las muestras, procedentes de Huelva
proporcionan mayores rendimientos de aceite esencial que las
recogidas en Pontevedra. Los componentes principales, en todas
ellas, son p—cimeno <24,2—43,6 %, en Huelva y 27,8—28,2 %, en
Pontevedra) y espatulenol (6,0-15,3 % en Huelva y 11,4-20,0 % en
Pontevedra). Los aceites esenciales de Huelva difieren de los de
Pontevedra: los primeros son ricos en criptona y cuminaldehído,
y los últimos en mirceno y alcoholes sesquiterpénicos. Las
muestras de Huelva pueden clasificarse en dos grupos, el primero
de ellos compuesto por HECí, HEC4 y HECS, caracterizado por una
mayor concentración de ~—pineno, pinocarvona, mirtenal, trans—
pinocarveol y mirtenol.
1.1.2. Caracterización de maderas. Determinaciones
químicas. Normas
La tabla X.1.2 reúne los resultados obtenidos en la
aplicación, a las muestras de madera de E. camaldulsnsis, de los
ensayos normalizados descritos en el apartado ÍIÍ.2.2., aplicados
para la clasificación de las maderas según su aptitud para la
obtención de pasta de celulosa. Estos ensayos corresponden a las
determinaciones de humedad, cenizas, solubilidades en agua fría
y caliente, y en sosa; de extractos en alcohol—benceno <1:2> y de
los contenidos de ligninas, holocelulosa y pentosanos.
Los resultados de las distintas solubilidades, extractos en
alcohol—benceno y cenizas, presentan rangos de variación más
amplios que los descritos en la bibliografía <ALONSO AGUÍLAR,
1976; BUSTAMANTE EZPELETA y SANTOS VIQIJEIRA, 1983), con valores
máximos, considerablemente más altos. No ocurre lo mismo con
lignina, holocelulosa y pentosanos, con rangos menores que los
bibliográficos.
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Tabla X.1.2: Análisis químico de maderas de E. camaldulensis
Muestra HECí HEC2 HEC3 HEC4 HEC5 PECí PEC2
Extracto alcohol-benceno 3,78 3,99 5,10 5,61 4,38 1,18 1,44
Cenizas 0,98 1,08 0.71 0,67 0,89 0,37 0,21
Solubilidad agua fría 8,41 7,03 7,82 8,90 7,75 1,43 0,08
Solubilidad agua caliente 10,20 8,36 8,25 9,09 8,89 3,06 0,70
Solubilidad sosa 21,60 18,20 18,40 19,60 18,60 13,50 11,00
Holocelulosa 77,32 79,00 77,53 78,42 77,29 83,69 83,79
Ligninas 25,33 23,57 24,90 18,36 23,81 24,35 25,66
Pentosanos 18,75 19,67 15,79 19,18 19,36 17,80 16,19
fi = Huelva, P = Pontevedra, EC = E. camsldulensís.
A continuación, discutimos, por separado, los resultados
obtenidos para cada una de las determinaciones:
1. Extractos de alcohol—benceno. Las sustancias, extraídas
con alcohol—benceno, son de naturaleza polifenólica,
aceites, ácidos grasos y sus ésteres, y sustancias
insaponificables. Estos compuestos pueden interferir la
determinación de ligninas y alterar los procesos de
producción de pasta de papel. Por ello, se puede establecer
que un mayor contenido de extractos en alcohol—benceno
implica peor calidad de la madera como productora de pasta.
De acuerdo con estos resultados, las muestras de Huelva, con
valores sensiblemente más altos que las de Pontevedra,
presentan peores propiedades que estas últimas.
2. Cenizas. El contenido de cenizas tiene menor influencia
que otras variables, sobre la calidad de la madera, como
productora de pasta de papel. Se puede suponer que una mayor
carga inorgánica (representada por una mayor cantidad de
cenizas) puede estar relacionada con una peor calidad de la
madera. Por ello, en consonancia con los resultados de los
extractos en alcohol—benceno, las muestras de Huelva parecen
menos apropiadas para la obtención de pasta de papel.
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3. Solubilidades en agua fría y caliente. Un aumento en la
cantidad de sustancias solubles en agua fría, o en agua
caliente, representa una pérdida de rendimiento en pasta de
papel. Como en los casos anteriores, las muestras de Huelva
presentan mayores solubilidades, y, por ello, peores
propiedades. Son notablemente bajos los valores que presenta
la muestra PEC2, tanto para agua fría como para agua
caliente.
4. Solubilidad en sosa. Las soluciones de álcali permiten
extraer, en caliente, carbohidratos de bajo peso molecular,
fundamentalmente, formados por hemicelulosas o celulosas
degradadas. Por ello, valores mayores de solubilidad en sosa
determinan menores porcentajes de celulosas de cadena larga,
que contribuyen a la mejor calidad de la pasta. Confirmando
los resultados de las anteriores variables, las maderas de
Huelva presentan peores características, como productoras de
pasta.
En algunos casos, la solubilidad en sosa puede indicar
el grado de ataque por hongos, o de degradación por calor,
luz, oxidación, etc., que experimenta una madera. Un aumento
en el porcentaje de sustancias solubles en álcali, puede ser
indicativo de cierta degradación de la madera. Esto podría
explicar el elevado valor de solubilidad en sosa <21,6) que
presenta la muestra HECí.
5. Holocelulosa y pentosanos. Representan dos variables
contrapuestas, en cuanto a su influencia en la calidad de la
madera. Una madera será tanto más productiva, cuanto mayor
sea su contenido de holocelulosa y menor, el de pentosanos.
Por ello, confirmando los resultados anteriores, los
contenidos de holocelulosa y pentosanos determinan mayor
calidad de la madera de las muestras de Pontevedra.
6. Ligninas. La deslignificación es una de las etapas
fundamentales en la producción de pasta de papel. Cuanto
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mayor es el contenido en ligninas, más difícil resulta el
proceso y, por ello, peor es la calidad de la madera. Esta
es la única variable en la cual no se manifiestan
diferencias considerables entre las maderas de Huelva y las
de Pontevedra.
1.1.3. Conclusiones
1. De acuerdo con los análisis de aceites esenciales de las
hojas, las muestras de E. camaldulensis pueden clasificarse
en dos grupos: las de Huelva, ricas en criptona y
cuminaldehido, y las de Pontevedra, ricas en mirceno y
alcoholes sesquiterpénicos. A su vez, las de Huelva se
clasifican en dos grupos: HEOl, HEC4 y HEC5, por un lado; y
HEC2, HEC3 por otro. El factor diferenciador es la alta
concentración de pinocarvona, mirtenal, trans—pinocarveol y
mirtenol en el primer grupo de muestras.
2. Las determinaciones químicas normalizadas de las muestras
de madera permiten establecer dos grupos: el primero,
constituido por las muestras de Pontevedra, presentan
mejores propiedades para la producción de pasta de papel; el
segundo, constituido por las de Huelva, presenta peores
propiedades, a excepción del contenido de ligninas.
1.2. EXTRACCION. VALORACION DEL CONTENIDO DE FENOLES TOTALES
EN LOS EXTRACTOS
En el apartado de puesta a punto de los métodos de
extracción, se describen los diversos ensayos realizados con
distintos tiempos, temperaturas y disolventes. De todos ellos, se
seleccionó, como método definitivo, la extracción con MeOH—H20
<80:20> a temperatura ambiente, durante 24 h, con una etapa
posterior de extracción con éter etílico.
Para determinar el contenido polifenólico de los extractos,
se aplicó el método de Folin.-Ciocalteau, de la valoración de
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fenoles totales, como se ha descrito en el apartado de
valoraciones cuantitativas <VIÍI.1.1. ).
Las tablas X.1.3, x.1.4 y X.1.5 recogen los valores de los
rendimientos de los extractos globales en MeOH-H20 <80:20), y en
éter; y, los del contenido de fenoles totales para las muestras
de madera, corteza y hojas de E. canialdulensis, referidos a peso
de muestra seca.
1.2.1. Madera
Tabla X.1.3: Rendimientos de extracción y contenido en fenoles totales
de las muestras de madera de E. camaldulensis
Muestra Extracto en
MeOH-H20 (2)
Extracto en
éter etílico (2)
Fenoles totales
mg<c.q.)Ig <*)
HECí
HEC2
HEC3
HEC4
HEC5
PECí
PEC2
10,03
3,51
8,07
8,48
7,14
2,40
2,84
0,41
0,22
0,29
0,33
0,36
0,25
0,13
20,60
9,73
11.77
17.91
25,63
6,29
5,22
H = Huelva, P = Pontevedra, EC = E. camaldu.Zensis; <*) c.q. calculado en
quercetina.
Los rendimientos de la extracción metanólica y la etérea son
mayores en las muestras de Huelva, que en las de Pontevedra, a
excepción de la muestra HEC2, más semejante a las de Pontevedra.
Los contenidos en fenoles totales presentan el mismo
comportamiento.
Parece existir cierta proporcionalidad entre rendimiento
global y rendimiento etéreo; y, a su vez, entre ambos y contenido
en fenoles. No obstante, la muestra HEC5 incumple esta regla,
porque presenta valores muy elevados de rendimiento etéreo y de
contenido en fenoles totales, en relación con su rendimiento
global.
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1.2.2. Corteza
Tabla X.1.4: Rendimientos de extracción y contenido en fenoles totales
de las muestras de corteza de E. camaldulensis
Muestra Extracto en
MeOH-H20 <2)
Extracto en
éter etílico <2>
Fenoles totales
mg<c.q>/g <*)
HECí
HEC2
HEC3
HEC4
HECS
PECí
PEC2
18,22
8,73
36,16
3,69
22,61
2,77
2,87
0,88
0,60
1,08
0,65
0,87
0,94
0.93
85,97
49,40
190,91
17,23
114,60
2,15
2,91
E = Huelva, P = Pontevedra, EC = E. camaldulensis; QQ c.q. = calculado en
quercetina.
Al comparar las muestras de Huelva con las de Pontevedra, se
observa que las primeras presentan valores más altos de
rendimientos globales de extracción y de contenido en fenoles
totales, si bien, la variabilidad de valores entre las distintas
muestras de Huelva es elevadísima.
Aunque los rendimientos globales de extracción y el
contenido de fenoles manifiestan relación de proporcionalidad, no
ocurre así con el rendimiento etéreo. Por ejemplo, las muestras
de Huelva, cuyos rendimientos globales y contenidos en fenoles
son los más altos entre todas las muestras, presentan valores
bajos de rendimiento etéreo. La proporcionalidad entre extracto
en metanol—agua y contenido en fenoles totales será debida,
probablemente, a que la máxima contribución al contenido en
fenoles totales proceda de los polifenoles poliméricos del tipo
de taninos, que se extraen, de las cortezas, con la mezcla MeOH—
H20 (80:20>, pero no pasan a la fase etérea.
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1.2.3. Hojas
Tabla X.1.5: Rendimientos de extracción y contenido en fenoles totales
de las muestras de hojas de E. camaldulensis
Muestra Extracto en
MeOH-H20 <U
Extracto en
éter etílico <U
Fenoles totales
mg(c.q.)lg (*)
HECí
HEC2
HEC3
HEC4
HEC5
PECí
PEC2
36,32
32,86
41,21
36,62
36,23
21,41
26,70
2,18
2,16
1,89
2,52
1,84
0,51
0,38
85.67
73,51
74,09
94,27
92,38
45,69
36,57
fi = Huelva, ~ = Pontevedra, EC = E. canialdulensis; <~) c.q. = calculado en
quercetina.
Los extractos de hojas presentan rendimientos globales
mayores que los de madera y corteza. Como en los casos
anteriores, las muestras de Huelva dan valores mayores que las de
Pontevedra. Sin embargo, los de aquéllas de hojas de Huelva
resultaron menos variables que los de madera y corteza de la
misma procedencia.
Considerando de forma global las muestras de Huelva, por un
lado, y las de Pontevedra, por otro, parece existir
proporcionalidad entre rendimiento de extracto total, rendimiento
de extracto etéreo y contenido en fenoles totales. Sin embargo,
si se analizan individualmente los resultados de las tres
variables, para cada una de las muestras, la relación no se
cumple de forma estricta.
1.2.4. Conclusiones
1. De las tres partes de la planta analizadas, las hojas
presentan mayores rendimientos de extractos globales y de
extractos etéreos, y las maderas, los más bajos.
2. Las cortezas presentan una elevadísima dispersión en los
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valores de las tres variables analizadas. Esto es evidente
especialmente para los valores de extracto en metanol—agua
y para el contenido en fenoles totales, donde se han
encontrado los valores máximos y mínimos de todas las
muestras de las distintas partes del árbol.
3. Los elevados valores de los contenidos en fenoles totales
en algunas muestras de cortezas, pueden ser debidos a altos
contenidos de taninos.
4. En conjunto, no se puede concluir que exista una relación
de proporcionalidad entre las tres variables analizadas.
5. Considerando globalmente las muestras de Huelva y las de
Pontevedra, las primeras presentan valores más altos para
las tres variables determinadas.
1.3. ANALISIS POR CROMATOGRAFíA EN CAPA FINA
Como se ha descrito en el apartado de puesta a punto de la
técnica de cromatografía en capa fina, se eligió como método
definitivo la cromatografía bidimensional, sobre placas de
celulosa. El desarrollo se realizó con n-BuOH-AcOH-H20 (4:1:5),
para la primera dimensión, y con AcOH al 30 %, para la segunda.
El revelado se llevó a cabo con el reactivo A de Neu y
polietilenglicol.
Antes de exponer los resultados de los análisis, por CCF, de
los extractos, conviene repetir algunas consideraciones sobre
ésta técnica:
1. Puesto que disponemos de técnicas analíticas más
sensibles y específicas que la CCF, únicamente consideramos
esta técnica como apoyo a los análisis realizados por otros
métodos.
2. Las identificaciones realizadas, mediante CCF, no se
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consideran definitivas, sino sólo una aproximación que
necesita confirmación por otras técnicas.
3. Aunque muchos autores han llevado a cabo valoraciones
semicuantitativas por CCF, atendiendo al tamaño y la
intensidad de las manchas cromatográficas, nosotros nos
limitamos a señalar la presencia o ausencia de componentes,
realizando las valoraciones mediante otras técnicas.
A continuación, se exponen los resultados de los análisis,
por CCF, de las fracciones solubles en éter de los extractos en
MeOH—H20, de madera, corteza y hojas de E. camaldulensis. Se
incluyen figuras de cromatoplacas modelo, valores de Rf y
coloración de las manchas correspondientes a los componentes
detectados en las distintas muestras.
1.3.1. Madera
Las cromatoplacas modelo de los extractos etéreos de madera
de E. camaldulensis se representan en la figura X.1.2. La tabla
X.1.6 reúne los valores de Rf y las coloraciones, bajo luz 11V y
tras el revelado con reactivo A de Neu de las distintas manchas,
así como su posible identificación.
Tabla X.l.6: Componentes detectados en las placas de CCF de los
extractos etéreos de madera de E. camaldulensis
Mancha Rf
~a DEn. 2~ Dim.
Color
11V
Revelado
React.A+PEG
Posible
identificación
1 0,42 0,18 Am-Az Am-Az Ac. elágico
2 0,87 0,50 Am-Az Am-Az Elagitanino
3 0,88 0,67 Az Az Elagitanino
4 0,89 0,87 Am Am Ac. o Ald. fenólico
5 0,92 0,96 Ma-Mo Mo Vainillina
6 0,80 0,80 Ma-Mo Ma-Mo Ac. o Ald. fenólico
7 0,59 0,88 Am Am Ac. o Aid. fenólico
8 0,61 0,96 Az Az Ac. o Aid. fenólico
9 0,90 0,02 — *
Am = amarillo, Az = azul, Ma = marrón, Mo = morado; * = no identificado.
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Figura X.1.2: Cromatoplacas bidimensionales de extractos etéreos
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La mancha 9 se detecta en luz visible y con intensidad muy
débil.
Unas manchas han sido identificadas por comparación con
patrones (ácido elágico y vainillina). Otras, al observar su
coloración y posición en la placa, han sido atribuidas a un
determinado grupo de polifenoles (ácidos y aldehídos fenólicos).
Finalmente, hemos identificado algunas manchas por la semejanza
de su coloración con la del ácido elágico. Como este último grupo
de compuestos no es objeto directo de nuestro estudio y no
disponemos de información sobre su comportamiento cromatográfico,
no podemos confirmar estas identificaciones.
En la tabla X.1.7 se recoge la información relativa a la
presencia o ausencia de cada componente en las muestras de madera
de E. can,aldulensis.
Tabla X.l.7: Distribución de los componentes detectados por CCF en los
extractos etéreos de madera de E. camaldulensis
H~ Componente HECí HEC2 flEOS HEC4 flEOS PECí PEC2
9
9
9
9
9
9
9
9
9
Ac.elágico
Elagitanino
Elagitanino
Ac. o Ald. fenólico
Vainillina
Ac. o Ald. fenólico
Ac. oAld. fenólico
Ac. oAld. fenálico
*
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ - + + + - -
+ - - + + - -
+ - - + + - -
+ + + + + + +
U = Huelva, P = Pontevedra, EC = E. camaldulensis.
+ = presencia, - = ausencia; * = no identificado.
La distribución de manchas pone de manifiesto un mayor
contenido de ácidos y aldehídos fenólicos en las muestras HECí,
HEC4 y HEC5. Es la diferencia más característica de sus
extractos.
208
1.3.2. Corteza
La figura X.1.3 contiene las cromatoplacas modelo de los
extractos etéreos de corteza de E. camaldulensis.
La tabla X.i.S reúne las características de las manchas (Rf,
coloraciones en 11V y tras el revelado), así como su posible
identificación.
[Tabla X.1.8: Componentes detectados en las placas de CCF de losextractos etéreos de corteza de E. camaldu.Zens.is
Mancha Rf
18 Dim. 2~ Dim.
Color
Uy
Revelado
React.A+PEG
Posible
identificación
1 0.48 0,17 Am-Az Az Ac. elágico
2 0,73 0,11 Az Az Elagitanino
3 0,92 0,01 - Am *
4 0,83 0,14 - Am Flavonol
5 0,86 0,29 - Am Quercetina
6 0,88 0,68 Am Am Flavanona
7 0,78 0,80 Ma Ma-Mo Ac. fenólico
8 0,72 0,86 - Am Flavanona
9 0,89 0,94 - Am Ac. o Ald. fenólico
Am = amarillo, Az = azul, Ma = marrón, Mo = morado; * = no identificado.
A la identificación definitiva del ácido elágico y
vainillina, se añade ahora la de quercetina.
Se ha detectado la presencia de unos componentes cuya
coloración y posición inducen a pensar que pertenecen a los
grupos de flavonoles y flavanonas.
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En la tabla X.1.9 se recoge la distribución de cada los
componentes en las distintas muestras.
Tabla X.1.9: Distribución de los componentes detectados por CCF en los
extractos etéreos de corteza de E. camaldulensís
N2 Componente HECí HEC2 HEC3 HEC4 HEC5 PECí PEC2
9
9
9
9
9
9
9
9
9
Ac.elágico
Elagitanino
*
Flavonol
Quercetina
Flavanona
Ac.fenólico
Flavanona
Ac. oAld. fenólico
+ + + + + + +
+ + + + + - -
+ + + + + + +
+ + + - + - -
+ + + + + - -
+ + + - + - -
+ + + + + + +
+ + + - - - -
+ + + + + + +
H = Huelva, 1’ = Pontevedra, EC = E. camaldulensis
+ = presencia, - = ausencia; * = no identificado
De los resultados, presentados en la tabla anterior, se
puede deducir que el patrón cromatográfico de las muestras de
Huelva es, en general, distinto del de las de Pontevedra. Las
primeras son bastante más complejas, con presencia de compuestos
fenólicos de diversos grupos funcionales: ácidos y aldehidos
fenólicos y flavonoides (flavonoles y flavanonas). Sin embargo,
las muestras de Pontevedra parecen más ricas en ácidos fenólicos
y elagitaninos, con ausencia de flavonoides.. Dentro de las
muestras de Huelva, la HEC4 presenta un patrón más pobre que las
demás.
1.3.3. Hojas
La figura X.l.4 contiene las cromatoplacas modelo de
extractos etéreos de hojas de E. camaldulensis.
La tabla X.l.lO reúne los valores de los Rf y las
coloraciones de las distintas manchas bajo luz liv y tras el
revelado con reactivo A de Neu, así como su posible
identificación.
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Figura X.l.4: Cromatoplacas de extractos etéreos de hojas de E.
camaldulensis. a: HECí. b: PEC1.
Tabla X.1.10: Componentes detectados en las placas de CCF de los
extractos etéreos de hojas de E. carnaldulensis
Mancha Rf
l~ Dim. 2~ Dim.
Color
TJV
Revelado
React.A+PEG
Posible
identificación
8
8
8
8
8
8
8
8
0,48
0,63
0,65
0,79
0,88
0,70
0,83
0,62
0,18
0,27
0,08
0,11
0,18
0,58
0,80
0,42
Az
-
-
-
-
Am
Am
-.
Az
Am
Am
Am
Am
Am-Na
Am
Am
Ac. elágico
Flavonol
Flavonol
Flavonol
Flavonol
Flavonol
Flavonol
Flavonol
Am = amarillo, Az = azul, Ma = marrón; Mo = morado
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Como se aprecia en las cromatoplacas y la tabla de
identificaciones, el patrón de composición de los extractos de
hojas es completamente distinto al de madera y corteza. Los
extractos etéreos de hojas están compuestos por ácido elágico,
caraterístico del género Eucalyptus, y por una amplia variedad de
flavonoles.
Por su posición cromatográfica, podría deducirse que 2, 3,
4, 5, son aglicones de flavonol. Las amplias manchas atribuidas
a los componentes 6 y 7 se encuentran localizadas en la zona de
los glicósidos y, por su coloración, cabe pensar que se trata de
glicósidos de flavonol, probablemente de la quercetina. En
algunos casos, esas amplias manchas no se resuelven bien, por lo
que cabe esperar que están formadas por más de un compuesto.
La mancha 8 se encuentra en la zona límite entre los
glicósidos y los aglicones. Nos inclinamos a pensar que se puede
tratar de algún monoglicósido de la quercetina.
En la tabla X.l.l1 se representa la distribución de estos
compuestos en los extractos etéreos de las muestras de hojas de
E. camaldulensis.
Tabla X.1.11: Distribución de los componentes detectados por CCF en
los extractos etéreos de hojas de E. camaldulensis
N0 Componente HECí HEC2 HEC3 HEC4 HECS PEOl PEC2
1 Acidoelágico + + + + + + +
2 Flavonol + + + + + + +
3 Flavonol + + + + + - -
4 Flavonol + + + + + + +
5 Flavonol + - - + - - -
6 Flavonol + + + + + + +
7 Flavonol + + + + + + +
8 Flavonol - - - - - + +
H = Huelva, 1’ = Pontevedra, EC = E. camaldulensís
+ = presencia, - = ausencia
Es posible que la baja resolución y la sensibilidad de la
CCF esté limitando la detectabilidad de algunos componentes, e,
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incluso, que nos lleve a falsas conclusiones sobre semejanza
entre muestras. Por ello, no consideramos las siguientes
conclusiones como definitivas, hasta tener los resultados de los
análisis por CLAR.
1.3.4. Conclusiones
El análisis por CCF de los extractos etéreos de madera,
corteza y hojas de E. camaldulensis permite extraer las
siguientes conclusiones:
1. Los extractos de madera están compuestos, principalmente,
por ácidos y aldehídos fenólicos y por elagitaninos. Las
muestras más ricas en ácidos y aldehídos son HEC1, HEC4 y
HECS. Marcan una diferencia con las restantes.
2. Las muestras de corteza son más complejas en cuanto a
variedad de componentes. En los extractos de las muestras de
Huelva se detectan diversos flavonoides, mientras que las de
Pontevedra son ricas en ácidos fenólicos y elagitaninos, con
ausencia de flavonoides.
3. Los extractos de hojas son completamente diferentes a los
de madera y corteza. Se caracterizan por distribuciones más
o menos complejas de flavonoles, acompañadas por el ácido
elágico.
1.4. ANALISIS POR CLAR. IDENTIFICACIONES POR CLAR Y CG-EM
En este apartado, se reúnen los resultados de la aplicación
de la CLAR a los extractos etéreos de madera, corteza y hojas. Se
describen las identificaciones directas, realizadas mediante esta
técnica, gracias al empleo de detectores de fotodiodos, que
posibilitan la obtención del espectro 11V-VIS del compuesto
problema y su comparación con librerías de espectros. Cuando se
ha dispuesto de patrones, se han comparado los comportamientos
cromatográficos y los espectros del patrón y del problema. La
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identificación se ha completado mediante el método de
enriquecimiento del pico y el análisis cromatográfico de la
muestra enriquecida, aplicando distintos gradientes de eluyente.
Se desarrollan también en este apartado las valoraciones
semicuantitativas realizadas por CLAR.
Asimismo, se incluyen las identificaciones más complejas que
han requerido la aplicación de técnicas de apoyo, como la
cromatografía de gases—espectrometría de masas.
1.4.1. Madera
A) Identificaciones
La figura X.1.5 muestra cromatogramas modelo de extractos
etéreos de muestras de madera de E. cama.Idulensis.
Los componentes identificados directamente por CLAR en las
muestras de madera de E. camaldulensis son:
— Acido gálico (1)
— Acido vainíllico (4)
— Vainillina (5)
- Aldehído siríngico (6)
- Acido elágico (11)
— Naringenina (16)
También se han reconocido por su espectro 0V algunas
flavanonas <picos 8, 12, 18 y 20), aunque no ha sido posible
identificarlas con precisión. Se han encontrado casi siempre en
baja concentración.
Otro grupo de componentes, reconocido por su espectro Uy,
son los elagitaninos. Al tratarse de derivados del ácido elágico,
en particular, de ésteres del ácido elágico con azúcares, su
espectro 0V es prácticamente idéntico al del ácido, con dos
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Figura X.1.5: Cromatogramas de extractos etéreos de madera de E.
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1Figura X.i.S <Cont.): Cromatogramas de extractos etéreos de
madera de E. camaldulensis. c: PEC2. <Absorbancia a 325±75nm).
máximos, a 253 y 365 nm. No se ha considerado objeto de este
estudio la identificación del tipo de azúcar, ni de la posición
de unión al ácido.
* Identificación del pico 7
Consideramos conveniente profundizar en la identificación
del pico 7, por tratarse de uno de los componentes mayoritarios
los extractos de madera. El aislamiento y purificación de este
compuesto se realizó a partir de una muestra de E. globulus
(PEGí), por ser ésta la que presentaba mayor concentración del
pico 7. Sin embargo, hemos considerado más adecuado desarrollar
la identificación en este apartado, para poder, a partir de
ahora, referirnos a este componente con su identificación
precisa.
Se aisló este componente de los extractos de madera, por
cromatografía líquida semipreparativa.
c
19
20
7
6
13
5
3
4
14 9
1 20
1 00t
80
23
E 60
49 -~
20’
12
10 20 30 40
Time (mm.)
217
Los datos de que se disponía sobre este componente eran:
— Espectro Uy—VIS: presenta un máximo de absorción a 343 nm.
Aunque no coincide con ninguno de la librería de espectros,
creada por nosotros, su forma parecía recordar a los del
ácido y aldehído siringico, con un desplazamiento del máximo
de absorción respecto a los de estos compuestos (273 nm,
para el ácido; 309 nm, para el aldehído; y 343 nm, para el
compuesto problema) (ver figura X.1.6). En una primera
aproximación, podría pensarse que se trataba del alcohol
derivado del ácido y del aldehído siríngico.
Pico 7
Aldehído siringico
-.- Acido siríngico
Figura x.l.6: Espectros 1W del ácido siríngico, aldehído
siríngico y pico 7 de los cromatogramas de los extractos étereos
de madera.
— tR• En las condiciones habituales de trabajo <ver apartado
VI.4.3.), el tR del pico 7 es de 13,78 mm. Este valor es
superior a los tudel ácido y del aldehído siríngico (8,64
y 10,60 mm). Este dato no está de acuerdo con la hipótesis
del alcohol síringico, que debería presentar un tR menor, en
las condiciones de trabajo aplicadas.
Se analizó este compuesto por cromatografía de gases—
espectrometría de masas. El espectro obtenido muestra un elevado
índice de semejanza (95) con el del 2,6-dimetoxifenol (figura
X.1.7)
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Este resultado hizo que descartásemos nuevamente la idea del
alcohol siríngico, y que considerásemos la posibilidad de que la
estructura del compuesto del pico 7 correspondiera al 2,6—
dimetoxifenol.
Al disponer del patrón del 2,6-dimetoxifenol (Sigma), se
preparó una disolución metanólica del mismo, que se analizó por
CLAR en las condiciones habituales. El espectro Uy presentaba un
máximo a 269 nm (ver figura X.1.8) y el tR era de 11,7 mm,
resultados que no coincidían en absoluto con las características
del compuesto problema.
Figura X.1.8: Espectro Uy del 2,6-dimetoxifenol.
El análisis, por CG-EM, del patrón de 2,6-dimetoxifenol da
un tR, diferente al del compuesto problema.
De acuerdo con estos resultados, suponemos que el compuesto
problema es un derivado del ácido o del aldehído siringico, pero
no el alcohol siringico. Este compuesto debe experimentar en el
análisis por CG-EM una fragmentación con pérdida total de la
cadena lateral. De esta manera, generaría un espectro semejante
al del 2,6—dimetoxifenol, en el que está ausente el pico 14k,
correspondiente al ión molecular.
8) Valoraciones semicuantitativas
La tabla X.l.12 reúne los resultados de las identificaciones
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y valoraciones semicuantitativas de los componentes de los
extractos etéreos de maderas de E. camaidulensis. En el Apéndice
II, se incluyen las tablas con los valores de las áreas de los
picos cromatográficos (en unidades de integrador), que se han
utilizado para la elaboración de las tablas de valoraciones
semicuantitativas.
Tabla X.1.12: Valoración semicuantitativa por CLAR de los componentes
de los extractos etéreos de madera de E. camaldulensis
Pico Componente HECí HEC2 HEC3 HEC4 HEC5 PECí PEC2
1 Ac.gálico t + t t t t t
2 * + + + + + t t
3 * ++ + ++ + +++ t t
4 Ac. vainillico - - - - - t t
5 Vainillina t + + + + + +
6 Ald. siringico + ++ +++ + + + ++
7 Der. siringico + ++ +++ + + ++ ++
8 Flavanona - - - - - ++ +
9 * + - - t - - -
10 * ++ - + + ++ - -
11 Ac. elágico + ++++ +++ ++ ++ +++ +++
12 Flavanona - - - - - ++ +
13 * - - - - - ++ ++
14 Elagitanino + + + - + + ++
15 Elagitanino + ++ - + + - -
16 Naringenina - - + + - - -
17 Elagitanino + + + t + + +
18 Flavanona - - + - - - -
19 Elagitanino + + + t + + ++
20 Flavánona - - - - - + +
H = Huelva, P = Pontevedra; EC
identificado.
= E. camaldulensis; t = trazas; * = no
De acuerdo con los resultados anteriores,
clasificar las muestras en tres grupos:
podríamos
1. Formado por HEC1, HEC4 y HEC5, caracterizadas por bajos
contenidos de vainillina, aldehído siríngico, del derivado
del ácido o aldehído siríngico <7) y ácido elágico.
2. Formado por HEC2 y HEC3, caracterizadas por altas
concentraciones de vainillina, aldehído siríngico, del
derivado del ácido o aldehído siríngico <7) y ácido elágico.
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3. Constituido por PECí y PEC2, que presenta bajas
concentraciones de 2 y 3, concentraciones medias de
vainillina, aldehído siringico y del derivado del ácido o
aldehído siríngico <7), y altas de ácido elágico. Otra
característica diferenciadora de éste grupo es el mayor
contenido de flavanonas.
El grupo de elagitaninos no presenta una distribución que
permita su utilización como elemento diferenciador en la
clasificación de muestras.
Nota: las abundancias relativas que figuran en la tabla
X.1.12 no son comparables con las correspondientes de corteza y
hojas, debido a la distinta manipulación de las muestras. Para
tener una idea exacta de la concentración real de cada
componente, en los extractos de cada una de las partes del árbol,
conviene acudir a las valoraciones cuantitativas.
1.4.2. Corteza
A) Identificaciones
.
La figura X.1.9 contiene los cromatogramas modelo de
extractos etéreos de cortezas de E. canialdulensis. La numeración
no es equivalente a la de los cromatogramas de madera.
Los componentes identificados de forma directa por CLAR son:
— Acido gálico (1)
- Acido protocatéquico (2)
- Aldehído protocatéquico <Ja)
— Acido vainíllico (4)
- Acido siríngico (5)
— Vainillina (6)
- Naringina (8)
- Acido elágico (9)
- Quercitrina (10)
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- Eriodictyol (11)
- Quercetina (14)
- Naringenina (15)
— Luteolina <17)
- Kaempferol (19)
También se ha podido reconocer la presencia de elagitaninos,
cuyo espectro Uy es muy semejante al del ácido elágico,
componente básico de su estructura.
Asimismo, se han detectado algunas flavanonas y un flavonol,
aunque no ha sido posible identificarlos con precisión.
* Identificación del pico 23
En el apartado X.3.4.2., se describe la identificación de
este compuesto, junto a la de otros de estructura semejante,
detectados en E. rudis.
B) Valoraciones semicuantitativas
.
La tabla X.1.13 reúne los resultados de las identificaciones
y valoraciones semicuantitativas de los componentes de los
extractos etéreos de corteza de E. camaldulensis. En el Apéndice
II, se reúnen los valores de las áreas de los picos
cromatográficos, en unidades de integrador.
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Tabla X.1.13: Valoración semicuantitativa por CLAR de los componentes
de los extractos etéreos de corteza de E. camaldulénsis
Fico Componente HECí HEC2 HEC3 HEC4 HEC5 PECí PECZ
1 Ac.gálico + + + + + t t
2 Ac. protocatéquico ++ ++ - ++ - t t
3 * + + ++ - ++ - -
3a Ald. protocatéquico + + + + + - -
4 Ac. vainíllico - - - - - t -
5 Ac.siringico - — - — — t —
6 Vainillina + - - - - t -
7 Flavanona + + + - + - -
8 Naringina - + - - - - -
9 Ac. elégico +++ +++ ++++ ++ ++++ ++ ++
10 Quercitrina - - + - + - -
11 Eriodictyol + + - - + + -
12 Elagitanino + + + - + - -
13 Elagitanino + + + + + + +
14 Quercetina + + + + + - -
15 Naringenina + + + - + - -
16 Flavanona + + ++ - + .. -
17 Luteolina + + + - + - -
18 Flavonol + ++ + - + - -
19 Kaempferol - — - - + - -
20 Flavanona + + + - - - -
21 Elagitanino - - - + + - -
22 * - - - - - + —
23 Est.met.ác.benzoico - - - - - — t
24 * - - - - - + -
25 * - - - - — - +
26 * - - - - - - +
E = Huelva, P = Pontevedra;
identificado.
EC = E. camaldulensis; t = trazas;
Se observan las siguientes diferencias entre las muestras
estudiadas:
1. Los contenidos de ácidos y aldehídos fenólicos. Los
contenidos de estos compuestos <ácidos gálico, elágico y
protocatéquico; aldehídos protocatéquico y pico 3)
diferencian las muestras de Huelva de las de Pontevedra, muy
pobres en este grupo de componentes. Dentro de las muestras
de Huelva, podemos establecer dos subgrupos. El primero,
formado por HEC1, HEC2 y HEC4, con altos contenidos de ácido
protocatéquico y baja concentración o ausencia del pico 3.
El segundo, formado por HEC3 y HEC5, caracterizado por la
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* = no
ausencia de ácido protocatéquico y alta concentración del
pico 3. No consideramos relevantes la presencia de
vainillina y de los ácido vainillico y ácido siringico,
porque estos últimos sólo se encuentran en una muestra de
Pontevedra en trazas; y la vainillina sólo aparece en dos
muestras, una de Huelva y otra de Pontevedra, en muy baja
concentración.
2. Las muestras de Huelva son más ricas en flavanonas
<naringina, eriodictyol, naringenina, y los compuestos 7, 16
y 20) y flavonoles <quercitrina, quercetina y compuesto 18)
que las de Pontevedra.
3. Los componentes de los picos de 22-26, de baja polaridad,
parecen característicos de las muestras de Pontevedra.
1.4.3. Hojas
A> Identificaciones
La figura X.1.1O contiene los cromatogramas modelo de
extractos etéreos de hojas de E. camaldulensis.
Se han identificado directamente por CLAR:
- Acido gálico (1)
- Acido protocatéquico (2)
— Vainillina (3)
- Acido elágico (8)
- Luteolina (14)
- Kaempferol (17)
Se han reconocido, por su espectro Uy, elagitaninos y
flavonoles. De estos compuestos, se ha prestado especial atención
a la identificación del grupo de flavonoles, puesto que son los
componentes mayoritarios en los extractos de hojas.
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* Identificación de los glicósidos de flavonol
Objeto de identificación han sido los picos 7, 9, 10, 11 y
12.
Se aplicaron los métodos de hidrólisis, descritos en el
apartado VII.3.1., a los extractos completos, y a los glicósidos
aislados por cromatografía semipreparativa.
Inicialmente se supuso que la hidrólisis de los extractos
completos podría aportar suficiente información para la
identificación de los glicósidos de flavonol. El reconocimiento
de los aglicones se realizó sin problemas, a partir del
hidrolizado del extracto completo. Sin embargo, el análisis de
azúcares proporcionó unos resultados confusos, ya que no se pudo
establecer una relación de proporcionalidad entre las abundancias
relativas de los azúcares liberados y las de los glicósidos
originales. Esto fue debido, en muchos casos, a que la hidrólisis
20 40
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no había sido completa.
Se consideró conveniente aislar los glicósidos, por CLAR
semipreparativa, a partir de muestras seleccionadas, en las
cuales cada glicósido se encontrara en alta concentración y libre
de sustancias interferentes. Así, se utilizaron:
- HER4, para el aislamiento de los picos 7, 9 y 12
- HEG2, para el pico 11
— PEC2, para los picos 9, 10 y 12
En el caso del pico 9, no se pudo evitar arrastrar, en el
proceso de purificación, ácido elágico que no interfirió en las
posteriores determinaciones.
El análisis de aglicones dio, como resultado, que los
glicósidos 7, 9, 10 y 11 tienen, como componente flavónico, la
quercetina, mientras que el 12 es un glicósido de kaempferol.
Los azúcares procedentes de la hidrólisis fueron sometidos
a transformación en los TMS—derivados que se analizaron por CG—
EM. Los resultados fueron los siguientes:
— A partir del glicósido 7, se obtuvo ramnosa y glucosa.
Como los disacáridos se hidrolizan en las condiciones de
análisis utilizadas, se puede pensar que la ramnosa y la
glucosa proceden del disacárido rutinosa. Por ello, el pico
7 seria la rutina, lo que estaría de acuerdo con su posición
cromatográfica.
— El azúcar, procedente de 9, es la arabinosa. De acuerdo
con su espectro 11V, cabe pensar que 9 es el quercetin—3—
arabinósido.
— A partir de 10 y 11, se obtiene ramnosa. Como el aglicón
es el mismo en ambos casos, el espectro Uy fue determinante
para la asignación estructural (MARKHAM, 1982). Se ha
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atribuido a 10 la estructura de quercetín-3,7-diramnósido;
y a 11, la de quercetin-3-ramnósido (quercitrina).
- De la hidrólisis de 12, se ha obtenido kaempferol, como
aglicón; y arabinosa, como azúcar. La posición más probable
de unión es por el 3—OH del aglicón.
* Identificación de 24, 25 y 26
.
El espectro 11V de estos componentes presentaba dos máximos
de absorción, a 275 nm y 330 nm (figura X.l.11).
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Figura x.1.11: Espectros 13V de los componentes de los picos 24
<a) y 25 (b) de los extractos de hojas de E. camaldulensis.
Estos compuestos, aislados por ChAR semipreparativa, fueron
estudiados por CG—EM. Los espectros de masas obtenidos presentan
gran semejanza con los de un compuesto de estructura naftalénica
y de un derivado del azuleno (figura X.1.12A y B)~ Ambos
compuestos son equivalentes en el número de carbonos y en la
insaturación, pero presentan distinto tipo de ciclación. Pensamos
que podría tratarse de compuestos sesquiterpénicos.
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B) Valoraciones semicuantitativas
La tabla X.l.14 contiene los resultados de las valoraciones
semicuantitativas de los componentes de los extractos etéreos de
hojas de E. camaldulensis. En el Apéndice II, se reúnen los
valores de áreas de los picos cromatográticos, en unidades de
integrador.
Tabla X.1.14: Valoración semicuantitativa por CIAR de los componentes
de los extractos etéreos de hojas de E. camaldulensis
Pico Componente HECí HEC2 HEC3 HEC4 HECS PECí PEC2
1 Ac.gálico + + + + + + +
2 Ac. protocatéquico + + + + + + +
3 Vainillina - - - - - + +
4 Elagitanino + + + + + - -
5 Flavonol - - - - - + +
6 Flavonol - - - - - ++ ++
7 Rutina ++ + + ++ + + +
8 Ac. elágico ++++ +++ ++++ +++ +++ ++-4- +++
9 Quercetln-3-
arabinósido ++++ ++ ++++ +++ - +++++ ++++
10 Quercetln-3,7-
diramnósido - + + - - +++++ ++++
11 Quercitrina - ++ + + - + +
12 Kaempferol-3-
arabinésido - - - . ++ • ++ ++++ ++++
13 * ++ + + + ++ + +
14 Luteolina - ++ - - - - -
15 * ++ - - + +
-
- -
16 Flavonol - ++ ++ - - + +
17 Kaempferol - + - - - - -
18 * + ++ + + + - -
19 * + + + + - - -
20 Flavonol - ++ + - - + +
21 * + ++ + ++ + — -
22 * + + + ++ + - -
23 * ++ ++ + ++ + - -
24 Sesquiterpeno (7) +++ ++ +++ ++ +++ + +
25 Sesquiterpeno <2) +++ ++ +++ +++ ++++ ++ +
26 Sesquiterpeno <7) + t + + + + +
H = Huelva, E’ = Pontevedra;
identificado.
EC = E. camaldulensis; t = trazas;
Los extractos de hojas de E. camaldulensis parecen agruparse
en dos bloques principales. El primero de ellas está constituido
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* = no
por las muestras de Huelva y el segundo, por las de Pontevedra.
Este segundo bloque presenta un mayor contenido y variedad de
flavonoles, tanto glicósidos como aglicones.
Dentro de las muestras de Huelva, HEC1, HEC4 y HEC5
presentan un patrón de composición química más simple, con
ausencia de quercetín—3,7-diramnósido y de los flavonoles 16, 20
y kaempferol.
1.4.4. Conclusiones
Al comparar la composición de los extractos de madera,
corteza y hojas de E. camaldulensis, se observa que:
1. La variedad y riqueza en ácidos y aldehídos fenólicos es
mayor en las maderas y cortezas que en las hojas, donde sólo
se han detectado vainillina y los ácidos gálico,
protocatéquico y elágico.
2. Respecto a los otros grupos de polifenoles, la
complejidad de las muestras aumenta al pasar de maderas a
cortezas y de éstas a hojas. Las maderas se caracterizan por
su contenido de flavanonas y elagitaninos. Las cortezas
contienen, además, flavonoles (quercitrina, quercetina y
kaempferol) y flavonas (luteolina). En las hojas, el
contenido de elagitaninos disminuye, pero los extractos se
enriquecen con una amplia variedad de flavonoles.
3. De acuerdo con la composición de los extractos de madera
y hojas, las muestras se clasifican en tres grupos. Por un
lado, HECí, HEC4 y HEC5, por otro, HEC2 y HEC3, y, en tercer
lugar, PECí y PEC2. Sin embargo, las cortezas proporcionan
una clasificación parcialmente diferente. Las muestras de
Huelva y las de Pontevedra siguen separadas, pero las de
Huelva se agrupan en HECí, HEC2 y HEC4, por un lado, y HEC3
y HEC5 por otro.
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1.5. VALORACIONES CUANTITATIVAS
En este apartado, se reúnen los resultados de la
cuantificación de algunos de los componentes químicos de los
extractos de madera, corteza y hojas de E. camaldulensis,
realizadas por el método del patrón externo. Para la elaboración
de las rectas de calibración, se han empleado patrones
comerciales de los componentes correspondientes.
Tabla X.1.15: Valoraciones cuantitativas de los componentes de los
extractos etéreos de madera de E. canzaldulensís
Compuesto HECí HEC2 HEC3 HEC4 HECS PECí PEC2
Acido gálico
gg/ml
gg/g mat. seca
N
Nc
N
Nc
N
Nc
N
Nc
N
Nc
N
Nc
N
Nc
Vainillina
gg/ml
~xg/gmat. seca
N
Nc
12,0
3,4
31,2
8,8
N
Nc
5,6
1,6
N
Nc
24,6
7,0
Acido elágico
,tg/ml
¡xglg mat. seca
28,8
8,3
174,7
50,1
88,4
24,9
40,9
11,5
34,6
9,8
89,1
25,3
90,1
25,8
Naringenina
¡xg/ml
kg/g mat. seca
0
0
0
0
66,7
18,8
N
Nc
O
O
O
O
O
O
t = trazas, Nc = No cuantificable.
235
29,9 64,9 51,4
17,7 38,2 37,7
260,8 216,2
154,5 127,4
0 200,0
o 117,2
t 45,8
Nc 26,6
75,3 81,3 32,9 106,6 27,5
44,6 47,9 24,1 62,5 15,9
8,5
5,0
t t
Nc Nc
o t t
O Nc Nc
o o
o o
O O O O 0,2
o 0 0 0 0,1
O
o
178,3 203,4 299,1 163,6 336,5 92,9 97,0
105,7 119,9 219,1 95,9 195,1 55,3 57,5
Tabla X.1.16: Valoraciones cuantitativas de los componentes de los
extractos etéreos de corteza de E. camaldulensis
Componente HECí HEC2 HEC3 HEC4 HEC5 PECí PEC2
o 0 41,6
o o 30,5
80,9 105,7
47,9 62,3
0 23,8
0 13,8
o o íoo,í 74,1
o 0 58,0 44,1
o 0
o o
o
O
t t t t t o o
Nc Nc Nc Nc Nc O O
47,8 33,9 8,3
28,3 20,0 6,1
o 108,6
0 63,0
t t t 0 21,4
Nc Nc Nc 0 12,4
o o
o o
o o
0 0
o o o o t o o
o O O O Nc O O
Ácido gálico
ixg (ml
p~gIg mat. seca
Ac. protocatéquico
tg/ml
p.glg mat. seca
Ald. protocatéquico
jxg/ml
gg/g mat. seca
Vainillina
34/ml
pg/g mat. seca
Ácido elágico
34/ml
ptg/g mat. seca
Quercitrina
34/ml
xg/g mat. seca
Eriodictyol
>4/ml
¡J~g/g mat. seca
Quercetina
p±gIml
jJ~g/g mat. seca
Naringenina
>4/ml
p.g/g mat. seca
Luteolina
p~g/m1
¡tg/g mat. seca
Kaempferol
hg/ml
kg/g mat. seca
t = trazas, Nc = No cuantificable.
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Tabla X.1.17: Valoraciones cuantitativas de
extractos etéreos de hojas de
los componentes de los
E. camaldulensís
Componente HECí HEC2 HEC3 HEC4 HEOS PECí PEC2
Ácido gálico
p.g/ml
kg/g mat. seca
214,1 101,5 190,0
62,0 29,1 54,5
148.3 152,9 270,4
43,0 44,3 77,5
101,4
29,4
Ácido protocatéquico
vg/ml
xg/g mat. seca
44,4 36,2 64,2
12,9 10,4 18.4
36,2 42,4 77,7
10,5 12,3 22,3
43,7
12,7
Vainillina
gg/ml
p.g/g mat. seca
O O 0
O O 0
0 0 37,5
0 0 10,7
30,2
8,7
Ácido elágico
~xg/ml
itg/g mat. seca
447,9 287,8 326,4
129,8 82,5 93,6
286,8 299,4 362,7
83,1 86,8 104,0
271,1
78,6
Quercitrina
gg/ml
~tg/gmat. seca
0 385,5 122,6
0 110,5 35,1
186,6 0 58,0 •
54,1 0 16,6
48,2
14,0
Luteolina
pg/ml
pg/g mat. seca
0 190,2 0
0 54,5 0
0 O 0
0 0 O
O
O
Kaempferol
¡xg/ml
iJ-glg mat. seca
0 22,0 0
0 6,3 0
0 0 O
0 0 0
0
0
t = trazas, Nc =No cuantificable.
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2. EUCALYPTUS GLOBULUS LABILL.
2.1. CAHATERIZACION DE MUESTRAS
2.1.1. Caracterización de hojas. Análisis de aceites
esenciales
Los resultados del análisis de la composición de los aceites
esenciales de las hojas de E. globulus, se resumen en la tabla
X.2.l, que incluye también los rendimientos de destilación. La
concentración de cada componente se expresa en porcentaje de las
áreas de los picos cromatográficos correspondientes. La figura
X.2.l incluye cromatogramas modelo de las muestras de aceites
esenciales de E. globu.Zus.
Tabla X.2.l: Composición de los aceites esenciales de hojas de
Eucslyptus globulus
Concentración (%)
Pico Componente HEGí HEG2 HEC3 HEG4 HEOS PEGí PEG2 PEG3 PEG4 PEG5
1
1
1
1
1
1
1
1
1
10
11
12
13
a—Píneno
Limoneno
1,8—Cineol
p—Cimeno
Pinocarvona
Mirtenal
Aromadendreno
Alloaromaden.
t—Pinocarveol
Ác.cz—terpinilo
a—Terpineol
Mirtenol
Globulol
12,1 9,4 10,0 8,8 7,0 3,4 12,0 5,9 0,9 5,1
4,9 1,1 1,0 2,8 2,1 4,9 3,2 2,9 1,2 4,2
66,7 68,5 69,7 76,1 76,4 57,2 64,0 73,8 51,6 65,6
0,9 0,4 0,9 0,7 0,4 1,8 1,6 1,2 2,4 2,1
0,2 2,7 1,0 1,4 1,9 0,3 1,4 1,5 5,2 0,6
0,3 0,5 0,4 0,8 0,7 2,5 0,3 0,7 0,9 1,2
0,4 0,2 0,4 0,3 0,1 0,7 0,3 0,3 0,2 0,5
0,2 0,1 0,1 t t t t 0,1 0,2 0,1
0,4 4,2 1,8 2,3 2,7 0,3 1,8 3,5 8,4 1,5
4,5 1,0 3,3 t 0,0 7,6 4,7 t 2,4 0,1
1,1 0,9 2,0 0,8 1,1 1,9 0,9 1,7 1,2 2,8
0,1 0,5 0,4 0,4 0,5 0,1 0,4 0,6 1,7 0,3
0,8 1,3 1,3 1,9 2,4 7,5 1,6 3,0 8,4 6,1
Rendimiento (fl 4,13 1,68 2,28 1,85 2,53 1,32 1,06 1,07 1,06 1,22
II = Huelva, P = Pontevedra, EG = E. globulus.
t = trazas «0,1 %); 0,0 = no detectado.
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Figura x.2.1: Cromatogramas de aceites esenciales de E. giobulus.
a: HEG3. b: HEG5. c: PEGS.
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E. globulus es la especie más utilizada para la obtención
del aceite esencial oficinal de eucalipto, caracterizado por sus
altos contenidos de 1,8—cineol, en concentraciones superiores al
60 %, y a—pineno. En los aceites esenciales españoles se han
identificado, además de los componentes mayoritarios citados,
otros 38 componentes, generalmente en concentraciones inferiores
al 5 %. De estos, los más abundantes son: limoneno, mirceno, p—
cimeno, pinocarvona, trans—pinocarveol, mirtenol, acetato de a—
terpinilo, a-terpineol, aromadendreno y globulol (GARCíA MARTIN
y GARCíA VALLEJO, 1977; RENEDO OMIAECHEVARRIA et al.., 1992).
Los rendimientos de destilación obtenidos por nosotros
presentan valores más uniformes en las muestras de Pontevedra,
siendo más bajos que los de las muestras de Huelva. Entre ellas,
la muestra HEOl presenta el valor máximo. No son comparables a
los de la bibliografía.
El componente mayoritario en todas las muestras es el 1,8—
cineol <eucalyptol), terpenoide típico del género Eucalyptus, con
porcentajes que oscilan entre el 66,7—76,4 % para las de Huelva
y el 51,6-73,8 % para las de Pontevedra.
El a—pineno se encuentra también en elevada concentración en
todos los aceites esenciales, a excepción de la muestra PEG4.
Esta muestra se caracteriza también por su mayor contenido en
pinocarvona, trans—pinocarveol y globulol.
Las muestras de ambas procedencias fueron poco variables
químicamente. Sin embargo, pueden clasificarse en tres grupos
atendiendo a la concentración de acetato de a—terpinilo y de
pinocarvona y trans—pinocarveol. Los grupos resultantes, en orden
decreciente del contenido de acetato de a—terpinilo y creciente
de pinocarvona y trans—pinocarveol, están representados por:
HEOl, PEGí y FEG2; HEG2, I-IEG3 y PEG4; y HEG4, flEOS, PEG3 y PEOS.
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2.1.2. Caracterización dq maderas. Determinaciones
químicas. Normas.
A continuación, en la tabla X.2.2, se exponen los resultados
de los análisis normalizados de las muestras de madera de E.
globu.Zus, para la determinación de humedad, cenizas,
solubilidades en agua caliente y fría, en sosa, extractos en
alcohol—benceno, contenidos en ligninas, holocelulosa y
pentosanos, que se llevan a cabo como paso previo a la obtención
de pasta de papel.
Tabla X.2.2: Ánálisis químico de maderas de E. globulus
Muestra HEGí HEG2 HEG3 HEG4 HEOS PEGí PEG2 PEG3 PEG4 PEGS
Extr .alc . -
benceno 2,03 1,71 2,01 2,19 1,93 1,71 1,43 1,31 1,45 1,32
Cenizas 1,06 0,87 1,21 0,44 1,14 2,06 1,21 0,73 0,66 0,85
Solub.
agua fría
3,00 4,27 3,88 4,37 3,66 4,02 3,89 2,98 4,45 2,19
Solub.
agua cal.
3,27 4,29 5,60 4,05 4,51 5,61 4,43 3,48 4,46 3,04
Solub.
sosa
13,67 15,30 16,26 13,80 19,40 18,90 19,50 15,60 17,50 15,03
Holocel. 84,79 85,39 84,76 84,42 82,50 82,97 82,62 84,64 82,66 85,05
Ligninas 19,38 20,87 22,56 22,62 20,24 20,99 22,76 22,52 20,75 24,68
Pentosanos 22,25 24,84 25,79 23,78 21,81 23,62 24,25 19,96 22,95 22,42
H = Huelva, P = Pontevedra, EG = E. globulus.
Los datos bibliográficos sobre análisis químicos de maderas
de E. globulus <ALONSO AGUILAR, 1976; BUSTAMANTE EZPELETA y
SANTOS VIQUEIRA, 1983) muestran unos rangos de variación más
pequeños que nuestros resultados. Esto es especialmente notable
en el caso de las solubilidades en agua fría y caliente y en
sosa; y en los contenidos en holocelulosa, para los cuales no hay
solapamiento de los márgenes de variación de nuestras muestras
con los bibliográficos.
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Del estudio de los resultados de la tabla X.2.2, se puede
concluir:
1. Extractos en alcohol—benceno. Todas las maderas de E.
globulus dieron valores bajos de extractos en alcohol—
benceno, siendo los de las muestras de Pontevedra inferiores
a los de las de Huelva. Por ello, respecto a esta variable,
se puede concluir que, aún presentando todas las muestras
buenas propiedades, desde el punto de vista papelero, las de
Pontevedra son ligeramente mejores que las de Huelva.
2. Cenizas. No se aprecia una clara diferencia en la carga
inorgánica de las muestras de una y otra procedencia. No
podemos considerar esta variable como indicador de calidad.
3. Solubilidades en agua fría y agua caliente. Valores
elevados de solubilidades en agua fría y caliente
representan pérdidas en los rendimientos de pasta. Las
maderas de E. gtlobulus estudiadas presentaron un reducido
intervalo de variación de las solubilidades. Estos valores
fueron intermedios entre los obtenidos para las maderas de
E. canialdulensis de Huelva y de Pontevedra.
4. Solubilidad en sosa. Al igual que ocurría con las
variables anteriores, las maderas de E. globulus presentaron
valores de solubilidad, en sosa, intermedios entre los dos
obtenidos con las muestras de E. camaldulensis, procedentes
de Huelva y Pontevedra. Como ya se ha comentado, las
soluciones de sosa caliente arrastran hemicelulosas y
celulosas degradadas, y, por ello, el pequeño rango de
variación dentro de las muestras de E. globulus determina
que no existan unas grandes diferencias de calidad en lo
referente a esta variable.
5. Holocelulosa y pentosanos. Tampoco existe una amplia
variabilidad en los resultados, obtenidos en estos dos
análisis, con las maderas de E. globulus. Como ya hemos
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comentado, la mayor calidad de la madera está relacionada
con contenidos altos en holocelulosa, y bajos en pentosanos.
E. globulus dio mayores valores de holocelulosas y, también,
mayores contenidos de pentosanos que E. camaldulensis, lo
cual dificulta la comparación de la calidad relativa de
ambos tipos de maderas.
6. Ligninas. Las muestras de E. globulus presentan también
un reducido rango de variación en sus contenidos de
ligninas, inferiores a los obtenidos con E. camaldu.Zensis.
Esto, unido a los valores superiores de holocelulosa, parece
indicar una mayor calidad de las maderas de E. globulus,
respecto a las de E. camaldulensis.
2.1.3. Conclusiones
1. De acuerdo con los análisis de los aceites esenciales de
las hojas, las muestras de E. globulus no manifiestan
grandes diferencias, puesto que el a—pineno y el 1,8—cineol
son los dos componentes mayoritarios en todas ellas (a
excepción de PEG4, con bajo contenido en a—pineno).
Atendiendo a los contenidos de acetato de a—terpinilo y
trans—pinocarveol y de pinocarvona, es posible establecer
una clasificación, que consideramos de poca relevancia.
2. El análisis químico de las maderas no revela diferencias
significativas entre las muestras de E. globulus. La
comparación con E. camaldulensis establece que E. globulus
presenta mejores cualidades para la producción de pasta de
papel.
2.2. EXTRACCION. VALORACION DEL CONTENIDO EN FENOLES TOTALES
DE LOS EXTRACTOS
Las tablas X.2.3, X.2.4 y X.2.5 contienen los rendimientos
de las extracciones con MeOH—H20 (80:20) y los de los posteriores
fraccionamientos, con éter etílico, de las muestras de madera,
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corteza y hojas de E. globulus; más los contenidos de fenoles
totales de los correspondientes extractos.
2.2.1. Madera
Tabla X.2.3: Rendimientos de extracción y contenido en fenoles totales
de las muestras de madera de E. globulus
Muestra Extracto en
MeOH-H20 (Z)
Extracto en
éter etílico (Z)
Fenoles totales
mg(c.qj/g (*)
HEOl
HEC2
HEG3
HEG4
HEGS
PEGí
PEG2
PEG3
PEG4
FEOS
3,61
3,43
2,71
3,83
3,84
5,65
2,79
3,92
3,76
3,17
0,22
0,21
0,23
0,29
0,27
0,43
0,33
0,35
0,35
0,32
8,27
9,40
8,94
17,89
19,16
16,54
7,84
8,66
10,74
7,10
H = Huelva, P = Pontevedra,
quercetina.
EG = E. globulus; (*) c.q. = calculado en
Los rendimientos globales de extracción presentan valores
muy semejantes en las muestras de Huelva y de Pontevedra, con la
excepción de la muestra PEGí, que dio el máximo rendimiento.
Hay que destacar los mayores rendimientos de extracto etéreo
de las muestras de Pontevedra, y la ausencia total de
proporcionalidad entre los rendimientos de los dos extractos y el
contenido de fenoles totales, en las muestras estudiadas.
2.2.2. Corteza
En cuanto a los rendimientos globales, lo más destacable es
la gran variación entre muestras de ambas procedencias (con
valores que oscilan entre 2 y 12 %). Considerando valores medios,
el rendimiento de los extractos metanólicos de las muestras de
Huelva es mayor que el de las de Pontevedra.
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Tabla X.2.4: Rendimientos de extracción y contenido en fenoles totales
de las muestras de corteza de E. globulus
Muestra Extracto en
MeOH-H20 (2)
Extracto en
éter etílico (2)
Fenoles totales
mg(c.q.)/g 0’)
HEGí 12,27 1,16 33,22
HEG2 7,78 0,83 32,43
HEG3 4,47 1,34 11,25
HEG4 8,23 1,10 18,70
HEGS 6,08 1,32 15,61
PEGí 9.91 0,68 36,00
PEG2 2,80 0,83 8,41
PEG3 4,13 1,17 9,45
PEG4 3,89 1,08 9,08
PEGS 2,80 1,16 6,43
E = Huelva, E’ = Pontevedra, EG = E. globulus; (*) c.q. = calculado en
quercetina.
Sin embargo, no hay una marcada diferencia en los
rendimientos etéreos. Los rangos de variación de los de una y
otra procedencia se solapan (0,82-1,33 %, para Huelva; y 0,68-
1,16 %, para Pontevedra).
El contenido en fenoles totales de las muestras de
Pontevedra es menor que el de las de Huelva, con la excepción de
PEGí que presenta el valor máximo, de todas las muestras de
corteza analizadas.
2.2.3. Hojas
Las hojas de E. globulus, al igual que las de E.
camaldulensis, presentan rendimientos de extracción metanólica
más altos que la madera y corteza.
No parece existir una relación de proporcionalidad entre
rendimiento de extracto global, rendimiento de extracto etéreo y
contenido en fenoles. La muestra que proporciona mayor
rendimiento global de extracción (PEG4), no coincide con la que
presenta mayor rendimiento de extracto etéreo (HEOS), y ninguna
de ellas coincide con la de mayor contenido en fenoles (HEG4).
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Tabla X.2.5: Rendimientos de extracción y contenido en fenoles totales
de las muestras de hojas de E. globulus
Muestra Extracto en
MeOH-H20 (2)
Extracto en
éter etílico <2)
Fenoles totales
mg(c.q4/g 0’)
HEGí
HEG2
HEG3
HEG4
HEGS
PEGJ.
PEG2
PEG3
PEG4
PEG5
23,52
26,36
27,70
26,02
24,72
21,59
19,48
24,94
35,40
22,10
0,86
0,75
0,73
0,77
1,21
0,68
0,82
0,63
0,67
0,66
55,03
50,55
62,51
72,69
49,89
44,00
30,45
53,76
69,02
53,04
E = Huelva, P = Pontevedra,
quercetina.
EG = E. globulus; 0’) c.q. = calculado
2.2.3. Conclusiones
1. De forma semejante a lo que ocurría con E. canialdulensis,
las hojas presentan valores más altos de rendimientos
globales de extracción y de contenido en fenoles totales,
aunque, son las cortezas las que muestran mayores
rendimientos etéreos.
2. Dentro de cada grupo de muestras (madera, corteza y
hojas), no existe la notable dispersión de valores que se
observaba en E. canhaldulensis. Por otro lado, tampoco se
aprecia una marcada diferencia entre las muestras de Huelva
y las de Pontevedra.
3. Tampoco se puede concluir, en este caso, que exista
proporcionalidad entre las tres variables estudiadas.
2.3. ANALISIS POR CROMATOGRAFíA EN CAPA FINA
A continuación, se exponen los resultados del análisis de
las fracciones solubles en éter (extractos etéreos) de los
extractos en metanol—agna de madera, corteza y hojas de E.
en
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giobulus, por CCF bidimensional sobre placas de celulosa,
desarrolladas con la fase superior de n—BuOH-AcOH-H20 (4:1:5)
(BAW), para la primera dimensión; y AcOH al 30 %, para la
segunda; reveladas con el reactivo A de Neu y polietilenglicol.
Se tienen en cuenta las mismas consideraciones que se
expusieron en el desarrollo de este apartado para E.
cama idulensis.
2.3.1. Madera
La figura X.2.2 contiene las cromatoplacas modelo de los
extractos etéreos de madera de E. globulus.
La tabla X.2.6 recopila los valores Rf y las coloraciones
bajo luz 13V y tras revelado con el reactivo A de Neu, de las
distintas manchas, así como su posible identificación.
Tabla X.2.6: Componentes detectados en las placas de CCF, de los
extractos etéreos de madera de E. globulus
Mancha RE
lil Dim. 2~ ¡Mm.
Color
Uy
Revelado
React.A+PEG
Posible
identificación
1 0,46 0,17 Am-Az Az Ac. elágico
2 0,82 0,51 Az Az Elagitanino
3 0,84 0,69 Az Az Elagitanino
4 0,86 0,87 Am Am Ac. o Aid. fenólico
5 0,90 0,97 Ma-Mo Ma-Mo Ac. o Ald. fenólico
6 0,74 0,78 Ma-Mo Ma-Mo Ac. o Ald. fenólico
9 0,90 0,01 Ma Ma *
10 0,79 0,08 - Am Flavonol
11 0,87 0,28 - Am Quercetina
12 0,56 0,52 Az Az Elagitanino
13 0,63 0,64 Az Az Elagitanino
14 0,66 0,73 Ma-Mo Ma-Mo Elagitanino
Am = amarillo, Az = azul, Ma = marrón, Mo = morado; * = no identificado.
Por comodidad, se mantiene la misma numeración para las
manchas, en las cromatoplacas de madera de E. globulus y E.
camaldulensis. A ello se debe que no figuren, en las tablas ni en
los cromatogramas de E. globulus, las manchas 7 y 8, que
aparecían con muy pequeña intensidad, en E. camaldulensis.
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Figura x.2.2: Cromatoplacas de extractos etéreos de madera de E.
globulus. a: HEG3. b: PEG2.
Como ocurría con E. camaldulensis, la CCF ha permitido
identificar compuestos, como la quercetina y el ácido elágico. En
otros casos, se ha determinado la estructura de los compuestos de
acuerdo con la coloración y la posición de sus manchas (ácido y
aldehído fenólico, flavonoles o flavanonas).
La tabla X.2.7 recoge la distribución de componentes
<manchas cromatográficas) de las muestras de madera de E.
globulus.
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Tabla X.2.7: Distribución de los componentes detectados por CCF en los
extractos etéreos de madera de E. globulus
N~ Componente HEGJ. HEG2 HEG3 HEG4 HEOS PEGí PEG2 PEG3 PEG4 FEOS
1
1
1
1
1
1
1
10
11
12
13
14
Ac.elágico
Elagitanino
Elagitanino
Ác.Áld.fenól.
Ác.Áld.fenól.
Ác.Áld.fenól.
-
Flavonol
Quercetina
Elagitanino
Elagitanino
Elagitanino
+ + + + + + + + + +
+ + + + + - + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + - - - - -
+ + + + + + + + + +
- - + - - - - - - -
- + + - — - - - - -
+ + + + + - - + + +
- + + - - - + - - -
+ + + + + + + + + +
E = Huelva, P = Pontevedra, EG E. globulus.
+ = presencia, - = ausencia; * = no identificado.
Los extractos de madera de E. globulus parecen
caracterizarse por una mayor variedad y cantidad de elagitaninos
que los de E. camaldulensis. Se puede resaltar, asimismo, los
flavonoles detectados que, aunque en escaso número y
concentración, determinaron una mayor riqueza de las
cromatoplacas de E. globulus.
2.3.2. Corteza
La figura X.2.3 contiene las cromatoplacas modelo de los
extractos etéreos de corteza de E. globulus.
La tabla X.2.8 reúne los valores de Rf y las coloraciones
bajo luz Uy y tras revelado con el reactivo A de Neu y
polietilenglicol, de las manchas cromatográficas, así como su
posible identificación.
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Figura X.2.3: Cromatoplacas de extractos etéreos de corteza de E.
globulus. a: HEG4. b: PECí. c: PE05.
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Tabla X.2.8: Componentes detectados en las placas de CCF de los
extractos etéreos de corteza de E. globulus
Mancha Rf
P Dim. 2~ Dim.
Color
LIV
Revelado
React.Á+PEG
Posible
identificación
1 0,50 0,20 Am-Áz Áz Ac. elágico
2 0,70 0,12 Az Az Elagitanino
3 0,94 0,02 — Am *
4 0,83 0,19 - Am Flavonol
5 0,88 0,31 - Am Quercetina
9 0,86 0,91 Ma-Mo Ma-Mo Ac. o Ald. fenólico
10 0,84 0,54 Az Áz Elagitanino
11 0,92 0,64 - Am Flavanona
12 0,88 0,69 Az Az Elagitanino
13 0,84 0,82 Ma-Mo Ma-Mo Ac. o Áld. fenólico
14 0,82 0,62 Ma-Mo Ma-Mo Flavanona
Am = amarillo, Az = azul, Ma = marrón, Mo = morado; * = no identificado.
También se han detectado elagitaninos, aunque se hace la
misma consideración que en E. camalciulensis, respecto a las
confirmaciones de estas identificaciones.
La tabla X.2.9 recoge la información relativa a la presencia
o ausencia de cada componente en los extractos de corteza de E.
globulus.
Tabla X.2.9: Distribución de los componentes detectados por CCF en los
extractos etéreos de corteza de E. globulus
N~ Componente HEGí HEG2 HEG3 HEG4 HEG5 PEG1 PEG2 PEG3 PEG4 PEGS
1 Ac.elágico + + + + + + + + + +
2 Elagitanino - + - + + - - - - -
3 * + + + + + + + + + +
4 Flavonol - + + + + - + + + -
5 Quercetina - + + + + - + + - +
9 Ác.Áld.fenól. + + + + + + + + + +
10 Elagitanino + + + + + + + + + +
11 Flavanona - + + + + - + + - +
12 Elagitanino + + + + - - + + + +
13 Ac. Aid. fenól. + + + + + + + + + +
14 Ac.Áld.fenól. + + + + - .- - - - -
H = Huelva, P = Pontevedra, EG = E. globulus.
+ = presencia. - = ausencia; * = no identificado.
En la medida de lo posible, se ha mantenido la misma
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numeración para las manchas equivalentes a las de los extractos
de corteza de E. camaldulensis.
No parecen existir unos componentes que marquen una clara
diferencia entre muestras.
Quizás se puede destacar la muestra PEG4, como ejemplo de
extracto pobre en compuestos fenólicos.
Aunque no se está desarrollando un análisis semicuantitativo
por CCF, se puede comentar que, atendiendo al tamaño y a la
intensidad de las manchas cromatográficas, los compuestos más
abundantes, en los extractos etéreos de corteza de E. globulus,
son los elagitaninos.
2.3.3. Hojas
La figura X.2.4 contiene la representación de unas
cromatoplacas modelo de extractos etéreos de hojas de E.
globul us.
La tabla X.2.1O recoge los valores de Rf y las coloraciones,
bajo luz 11V y tras revelado con reactivo A de Neu y
polietilenglicol, de las manchas correspondientes a los
componentes presentes en estos extractos.
Tabla X.2.l0: Componentes detectados en las placas de CCF de los
etéreos de hojas de E. globulus
Mancha Rf
JA Dim. 2~ Dim.
Color
LIV
Revelado
React.A+PEG
Posible
identificación
1
1
10
11
12
13
14
0,49
0,90
0,76
0,71.
0,83
0,86
0,84
0,20
0,01
0,16
0,45
0,58
0,73
0,83
Az
Ma
Az
-
Az
Az
Am
Az
Ma
Az
Ve
Áz
Am-Na
Ac. elágico
*
Elagitanino
*
Elagitanino
Elagitanino
Flavonol
Am = amarillo, Az = azul, Ma = marrón, Mo = morado; * = no identificado.
252
de a
o
e-,
o
o
T
b
de
o
e,
o
(3
1~
Figura x.2.4: Cromatoplacas de extractos etéreos de hojas de E.
globulus. a: HEG2. b: PEG4.
Se ha mantenido la misma numeración que para las hojas de E.
camaidulensis.
Así como las cromatoplacas de las hojas de E. camaldulensis
se caracterizaban por unas amplias manchas difusas en la zona de
los glicósidos flavonoidicos, las cromatoplacas de hojas de E.
globulus presentan, en la misma zona, una serie de manchas bien
definidas. De ellas, una gran parte pertenece al grupo de los
elagitaninos que estaban ausentes en E. cama idulensis. Como se ha
— IIAW
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indicado anteriormente, no se aborda la identificación de los
elagitaninos.
De los flavonoides detectados, el 14 puede ser un glicósido
de quercetina, posiblemente quercitrina.
En la tabla X.2.l1 se representa la distribución de estos
componentes en las distintas muestras de hojas de E. globulus.
Tabla X.2.11: Distribución de los componentes detectados en CCF en los
extractos de hojas de E. globulus
N2 Componente HEOl HEG2 HEG3 HEG4 HEGS PEOl PEG2 PEG3 PEG4 PEGS
1
1
10
11
12
13
14
Ác.elágico
*
Elagitanino
*
Elagitanino
Elagitanino
Flavonol
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ - - - + - + - + -
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
E = Huelva, E’ = Pontevedra, EG = E. globulus.
+ = presencia, - = ausencia; * = no identificado.
Se observa que los extractos de hojas de E. globulus dan
lugar a unas cromatoplacas sencillas, con poca variedad de
flavanoles, al contrario que E. canialdulensis. Como en madera y
corteza, los componentes más característicos de las hojas de E.
globulus son los elagitaninos, con diversidad de estructuras que
determinan la variedad de posiciones en las placas.
2.3.4. Conclusiones
1. Los extractos de madera de E. globulus son más complejos
que los de E. camaldulensis, por la presencia de flavonoles,
ausentes en esta última especie. Las diferencias, entre unas
muestras y otras, vienen dadas por las distribuciones de
algunos elagitaninos y flavonoles.
2. No existen marcadas diferencias en los extractos de
corteza de E. globulus. Los componentes más característicos
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son los elagitaninos, pero, también, se ha detectado la
presencia de flavonoles y ácidos fenólicos.
3. Las cromatoplacas de extractos de hojas de E. globulus
son más sencillas que las de E. camaldulensis en cuanto al
contenido en flavonoles, aunque, por otra parte, contienen
elagitaninos, ausentes en las hojas de E. camaldulensis.
2.4. ANALISIS POR ChAR. IDENTIFICACIONES. VALORACIONES
5EMICIJANTITATIVAS
A continuación, se exponen los resultados, referentes a la
aplicación de la CLAR a los extractos etéreos de las muestras de
madera, corteza y hojas de E. globulus. Se incluyen las
identificaciones directas, realizadas por CLAR,. así como las más
complejas que han requerido el apoyo de la CG-EM.
También, se desarrollan las valoraciones semicuantitativas,
basadas en las medidas de las áreas de los picos cromatográficos.
2.4.1. Madera
A) Identificaciones
La figura X.2.5 incluye cromatogramas modelo de extractos
etéreos de muestras de madera de E. globulus.
En estos cromatogramas y en las tablas siguientes se ha
mantenido la misma numeración que en madera de E. camaldulensis,
citando solamente los compuestos detectados. Cuando se ha
detectado algún componente nuevo, se ha nombrado con el mismo
número del compuesto de E. camaldulensis, seguido de una letra.
En los extractos etéreos de madera de E. globulus, se han
identificado de forma directa, por CLAR:
- Acido gálico (1)
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— Acido vainíllico <~)
— Vainillina (5)
- Aldehído siríngico (6)
- Acido elágico <11)
- Naringenina (16)
- Quercetina <16a)
Se han reconocido, por su espectro liv, algunos elagitaninos,
constituidos por la unión del ácido elágico y azúcares. Esta
unión no modifica el espectro LIV del ácido original.
Se han detectado también, por su espectro Uy, dos
flavonoles, aunque no ha sido posible su identificación.
La identificación del pico 7 como derivado de ácido o
aldehído siringico, ya ha sido desarrollada en el apartado
X.l.4.1., de madera de E. camaldulensis.
B) Valoraciones semicuantitativas
La tabla X.2.12 reúne los resultados de las valoraciones
semicuantitativas de los componentes de los extractos etéreos de
madera de E. globulus. El Apéndice II contiene los valores de
áreas de los picos cromatográficos, en unidades de integración.
Entre las muestras de Huelva y de Pontevedra, se observan
las siguientes diferencias:
— La concentración de ácidos y aldehídos fenólicos es mayor
en las muestras de Pontevedra. La diferencia es
especialmente notable en el caso del aldehído siríngico,
aunque ya se detecta con claridad para la vainillina.
— La variedad y concentración de flavonoles es mayor en las
muestras de Huelva.
Los elagitaninos no marcan una diferencia sustancial entre
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muestras, como ocurría en el caso de E. camaldulensis.
Tabla X.2.12: Valoración semicuantitativa por CLÁR de los componentes
de los extractos etéreos de madera de E. globulus
Pico Componente HEGí HEG2 HEG3 HEG4 HEOS PEGí PEG2 PEG3 PEG4 PEG5
6
6
6
6
6
6
6a
7
11
iSa
13b
14
15
16
lEa
16b
17a
17
19
Ac.gálico + + + + + ++ + + + +
* + - + + + - - - - -
* + + + + + + + + + +
Á¿.vainill. - - - - - - - + t +
Vainillina + + + + + ++ ++ + + ++
Áld.siríng. ++ + ++ ++ ++ ++++ +++++ +++ ++ ++++
* + - + + - - ++ - - +
Der.síring. ++ ++ ++ +++ +++++++ +++++ ++++ +++ ++++
Ac. elágico +++ +++ +++ ++++ ++++ +++++ ++++ ++++ ++++ +++++
Elagitanino ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
Flavonol t t - - + + + + + +
Elagitanino + + + - + - - - - -
Elagitanino + + ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
Naringenina - - + - - - - - - -
Quercetina - + + - - - - - - -
Elagitanino - + + - - - + - - -
Flavonol - - ++ - - - - - - -
Elagitanino + + + + + - - + + ++
Elagitanino + + + + + - + + ++ +
H = Huelva, E’ = Pontevedra; SG = E. globulus; t = trazas; * = no identificado.
Al comparar los resultados obtenidos con maderas de E.
globulus y E. caznaldulensis, se observa que:
- Los altos contenidos de ácidos y aldehídos fenólicos, en
las muestras de E. globulus de Pontevedra, se asemejan a los
de las muestras HEC2 y HEC3 de E. cama idulensis, y los de
las muestras de Huelva son similares a los de las maderas de
E. camaldulensis de Pontevedra.
— Las muestras de E. camaldulensis difieren de las E.
globulus en las ausencias: de flavonoles, en la primera
especie, y de flavanonas, en la segunda.
2.4.2. Corteza
La figura X.2.6 contiene dos cromatogramas modelo de
extractos etéreos de corteza de E. globulus.
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Figura X.2.6: Cromatogramas de extractos etéreos de corteza de E.
globulus. a: HEG2. b: PEG3. (Absorbancia a 325±75 nm).
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En esta figura y en las tablas siguientes, se mantiene la
misma numeración que en E. can¡aldulensis, con el mismo criterio
que se siguió en madera, para la denominación de los picos
detectados por primera vez.
En estos extractos, se han identificado directamente, por
CLAR:
— Acido gálico (1)
— Acido protocatéquico (2)
— Aldehído protocatéquico <Ja)
— Acido vainíllico (4)
— Taxifolina (‘la)
- Acido elágico <9)
— Eriodictyol (11)
- Quercetina (14)
- Naringenina <15)
- Apigenina <20a)
También se han reconocido, por su espectro 13V, elagitaninos
y un flavonol.
B) Valoraciones semicuantitativas
La tabla X.2.13 reúne los resultados de la valoración
semicuantitativa de los componentes, presentes en los extractos
etéreos de corteza de E. globulus. En el Apéndice II, se reúnen
los valores de áreas de los picos cromatográficos, en unidades de
integrador.
Las composiciones de los extractos de corteza de E. globulus
son comparables con las de los de cortezas de otras especies;
pero no con los de maderas y hojas, como ya se comentó para E.
camaldulensis.
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Tabla X.2.13: Valoración semicuantitativa por CLAR de los componentes
de los extractos etéreos de corteza de E. globulus
N0 Componente HEGí HEG2 HEG3 HEG4 HEG5 PEGJ. PEG2 PEG3 PEG4 PEGS
3
3
3
3a
4
la
9
11
12
13
14
14a
15
18
iBa
20a
21a
21
Ác.gálico
Ac.protoc.
*
Áld.proto.
Ac.vainil.
Taxifolina
Ác.elágico
Eriodict.
Elagitan.
Elagitan.
Quercetina
Elagitan.
Naringen.
Flavonol
Elagitan.
Apigenina
Elagitan.
Elagitan.
+ + + +
+ + + +
- + - +
+ + + +
- + + -
- + + +
++++ ++++ +++ +++
+ + + ++
- + - +
++++ ++++ +++++ +++++
- ++ + +
+ ++ ++ +
- + - +
- ++ +++ ++
++ + + +
- - - -
- ++ + -
+ - + +
+ + + + t
t - - - -
t - - - -
t - - - -
- - - - -
- + + + +
+++ ++++ +++ +++ ++++
+ - ++ ++ +
+ - - - -
+++++ +++++ +++++ +++++
+ - + ++ -
+ - + - -
+ - + - -
++ - ++ +++ +
- - + + +
- - + - -
- - + - -
+ - - ++ +
+
+
+
+
+
+
++
+
-
++++
+
-
+
+++
+
-
+
H = Huelva, P = Pontevedra; EG = E. globulus; t = trazas; * = no identificado
Las muestras de Huelva difieren claramente de las de
Pontevedra por su mayor concentración en ácidos y aldehídos
fenólicos. La única excepción es el ácido elágico, que presenta
valores semejantes en ambos tipos de muestras.
No existen grandes diferencias entre las muestras de ambas
procedencias, en cuanto a la composición de los grupos de
flavonoles, flavanonas y flavonas, los cuales no presentan un
claro patrón de distribución. La muestra PEOl mostró un
comportamiento anómalo, por carecer de flavonoles y flavonas;
solamente contiene ácido gálico, ácido elágico, taxifolina y un
elagitanino (13).
No se observa relación entre las concentraciones
quercetina y taxifolina (dihidroquercetina).
de
El componente más abundante, junto al ácido elágico, en la
mayoría de las muestras, es el elagitanino 13 que, en algunos
casos, presenta concentraciones, incluso, superiores a las del
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ácido elágico.
Al comparar los extractos de corteza de E. globulus con los
de E. camaldulensis, se aprecian las siguientes diferencias:
- La presencia de un dihidroflavonol (taxifolina) en E.
globul us.
— La elevada concentración del elagitanino 13 en las
cortezas de E. globulus.
— Una menor concentración de ácidos y aldehídos fenólicos en
las cortezas de E. globulus, que en las de E. camaldulensis
de Huelva.
2.4.3. Hojas
A) Identificaciones
La figura X.2.7 reúne cromatogramas modelo de extractos
etéreos de hojas de E. globulus.
Se mantiene la misma numeración que para E. camaldulensis,
con el mismo criterio que en madera y corteza respecto a los
nuevos picos detectados.
Se han identificado directamente, por CLAR:
- Acido gálico (1)
— Vainillina (3)
- Acido elágico <8)
- Luteolina (14)
- Apigenina <19a)
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Por su espectro uy, se han reconocido elagitaninos y una
flavanona. Se han detectado también dos compuestos, derivados de
apigenina y kaempferol. El pico ha, con un tR inferior al de la
apigenina y un espectro semejante a ella, podría ser un derivado
glicosilado de ésta. El pico 22b, con un tR superior al del
kaempferol y un espectro semejante, podría ser un derivado
metilado de éste. No se ha considerado necesario profundizar en
la identificación de estos compuestos, al estar en muy baja
concentración y en un pequeño número de muestras.
Los extractos de hojas de E. globulus presentan gran número
de picos en la zona final de sus cromatogramas. Estos picos
tienen un máximo de absorción a 280 nm y un hombro a 340 nm. No
se ha conseguido determinar su estructura.
* Identificación de 25a
El análisis, por CG—EM, de este compuesto demostró que
presentaba una estructura semejante a la de los picos 24, 25 y 26
que se detectaron en E. camaldulensis, a los que se asignó
naturaleza sesquiterpénica.
B) Valoraciones semicuantitativas
La tabla X.2.14 reúne los resultados de las valoraciones
semicuantitativas de los componentes de los extractos etéreos de
hojas de E. globulus. Los valores de las áreas de los picos, en
unidades de integrador, se han reunido en el Apéndice II.
Como ya se ha comentado en el apartado de E. cama.ldulensis,
esta tabla no es comparable con las correspondientes de madera y
corteza, ni en las concentraciones relativas ni en la numeración
de los picos.
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Tabla X.2.14~ Valoración semicuantitativa por CLÁR de los componentes
de los extractos etéreos de hojas de E. globulus
Pico componente HEGJ. [ff02HEG3 ¡ff04 flEOS PEGí PEG2 PEG3 PEG4 PEOS
1 Ac.gálico + + + + + + + + + +
3 Vainillina - - - - - + - - - -
7a * ++ + + + + + + + ++ +
8 Ac. elégico ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ ++++ ++++ +±++++++
11 Quercitrina + +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
lía Elagitanino + + + + + - + + - +
13a Elagitanino +++ +++ ++ ++ ++++ + ++ ++ ++ +++
13b * ++ ++ ++ ++ ++ + + + + ++
13c * + + + ++ + + + + + +
13 * + + + + + + + + + +
14 Luteolina + + + + + - - + - -
15 * ++ ++ ++ +++ - ++ ++ + ++ ++
iSa Elagitanino - - - - ++ - ++ - - -
17a Der.apigenina - - ++ - - - - - - -
18 * + + - + + + + + + +
19 * + + + + + + + + + +
19a Ápigenina. + + + - - - + + - -
20b Elagitanino + - - - + - + - + -
21 * + + + + + + + + + +
22 * + + + + + + - - - -
22a Flavanona - - - - - + + + - -
22b Der.kaempferol + + + + + - - - - -
24 Sesquiterp.(?) + - + ++ + - + + + +
25 Sesquiterp.(?> + + ++ ++++ ++ + + ++ ++ +
25a Sesquiterp.(?) - + + - ++ - - - + -
26 Sesquiterp.U) - + + + ++ + + + + -
H = Huelva, P = Pontevedra; EG = E. globulus; t = trazas; * = no identificado.
De la observación de los cromatogramas y de los resultados
de las valoraciones semicuantitativas, mostrados en la tabla
X.2.14 se puede deducir que no existen grandes diferencias en la
composición de los extractos etéreos de hojas de E. globulus de
ambas procedencias. Los grupos de elagitaninos, flavonas y
flavanonas presentan distribuciones semejantes en las muestras
procedentes de Huelva y Pontevedra. Son extractos pobres en
ácidos fenólicos. Sólo se ha detectado la presencia de ácido
gálico y ácido elágico, aunque este último, como casi siempre,
constituye uno de los componentes mayoritarios de los extractos.
Además del ácido elágico, son componentes mayoritarios la
quercitrina <pico 11) y el elagitanino ija.
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Al comparar estos extractos con los de hojas de E.
camaldulensis, se observa que estos últimos contienen una mayor
variedad y cantidad de flavonoles, mientras que los de E.
globu.Zus se caracterizan por un mayor contenido de elagitaninos.
2.4.4. Conclusiones
1. Como en el caso de E. camaldulensis, el contenido y
variedad de ácidos fenólicos es mayor en los extractos de
madera y corteza, que en los de las hojas.
2. A diferencia de E. camaldulensis, se ha detectado la
presencia de flavonoles y flavanonas en los tres tipos de
extractos. La variedad de glicósidos de flavonol en hojas de
E. globulus es mucho menor que en E. camaldulensis.
3. No se observan grandes diferencias de composición entre
las muestras de E. globulus de Huelva y de Pontevedra en
ninguno de los tres tejidos estudiados.
2.5. VALORACIONES CUANTITATIVAS
En este apartado, se reúnen los resultados de la
cuantificación de los componentes de los extractos de madera,
corteza y hojas de E. giobulus, por el método del patrón externo.
Las rectas de calibración fueron elaboradas con los patrones
comerciales de los compuestos correspondientes.
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Tabla X.2.l5: Valoraciones cuantitativas
extractos etéreos de madera
de los
de E.
componentes
globulus
de los 1
Componente HEG1 HEG2 HEG3 HEG4 flEOS PEOl PEG2 PEG3 PEG4 PEOS
Ac gálico
gg/ml
gg/g sec.
10,2 9,2
2,9 2,5
27,6 22,8 38,8
7,7 6,3 10,7
39,8
25,4
7,0 1,2
2,1 0,3
11,2
3,2
2,0
0,6
Vainillina
vg/ml
sec.
5,1 2,0
1,4 0,5
4,1 16,0 21,7
1,1 4,4 6,0
64,5
18,3
53,1 31,4
15,7 9.3
19,9
5,8
47,1
13,6
Ác .elágico
vg/ml
sec.
126,7 130,7
35,5 35,9
123,7 159,7 160,4
34,3 44,3 44,5
287,7
81,6
156,3 159,6
46,3 47,3
150,9
44,2
212,2
61,5
Naringen.
kg/ml
Jg/g sec.
0 0
0 0
22,0 0 0
6,1 0 0
0
0
0 0
0 0
0
0
0
0
Quercetína
gg/ml
gg/g sec.
O t
O Nc
t 0 0
Nc O O
O
O
0 0
O O
O
O
O
O
t = trazas, Nc = No cuantificable
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¡¡ 36,9 66,2 84,1 48,3 18,1 46,6
26,7 47,5 59,7 35,0 13,4 30,0
24,5 38,0 41,1 11,3
17,7 27,2 29,2 8,2
t
Nc
t 0.8 t t
Nc 0,5 Nc Nc
o o o o o
o o o o o
19.7 11,1 10,9 6,1 1,5 0 0 0 0 0
14,3 8,0 7,7 4,4 1,1 0 0 0 0 0
274,4 339,5 189,2 231,7 185,5 355,4 238,0 319,3 264,2 131,2
198,9 243,3 134,2 167,9 137,4 229,3 133,6 185,1 200,1 76,2.
Tabla X.2.16; Valoraciones cuantitativas de los componentes de los
extractos etéreos de corteza de E. globulus
Componente HEGí HEG2 HEG3 HEG4 flEOS PEGí PEG2 PEG3 PEG4 PEOS
57,4 151,7 131,0 309,6
41,6 108.7 93,0 224,3
66,2
49,0
o 253,4 382,8
0 142,2 222,0
89,6 221,8
67,9 128,5
0 22,7 t t t 0 32,6 77,2 0 t
0 16,3 Nc Nc Nc 0 18,3 44,7 0 Nc
0 22,7 0 6,7 2,9 0 1,6 0 0 3,0
0 16,2 0 4,9 2,1 0 0,9 0 0 1,7
o O O 0 0 0 11,9 0 0 23,6
o o 0 0 0 0 6,6 0 0 13,7
0 48,3 18,9 53,5 0 17,0 22,9 49,6 8,1 37,0
0 34,6 13,4 38,8 0 11,0 12,9 28,8 6,1 21,4
Ac. gálico
gg/ml
kglg sec.
Ac . protoc.
vg/ml
~tg/gsee.
Ald .proto.
kg/ml
p.g/g sec.
Ac . elágico
gg/ml
sec.
Eriodict.
vg/ml
kg/g sec.
Quercetina
~g/m1
p.g/g sec.
Naringen.
vg/ml
p.g/g sec.
Apigenina
~glml
¡xg/g sec.
Taxifolina
kg/ml
gg/g sec.
t = trazas, Nc = No cuantificable
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Tabla X.2.17: Valoraciones cuantitativas de los
extractos etéreos de hojas de E.
componentes de los
globulus
Componente ElEGí HEG2 HEG3 HEG4 HEGS PEGí PEC2 PEG3 PEG4 PEOS
Ác. gálico
~g/m1
kg/g sec.
105,6 141,3
29,3 39,3
150,3 186,2 161,8 60,3
40,9 51,1 40,0 17,5
125,4 114,5 94,1
32,7 29,9 26,7
101,6
29,4
Vainillina
vg/ml
pg/g sec.
O O
O O
0 0 0 43,9
0 0 0 12,7
0 0 0
0 0 0
0
0
Ác . elágico
gg/ml
kglg sec.
489,6 445,9
136,0 123,8
505,8 419,4 527,2 353,6
137,6 115,3 130,4 102,5
454,5 457,3 515,1
118,6 119,3 146,1
492,6
142,8
Quercitri.
gg/ml
kg/g sec.
155,6 486,1
43,2 135,0
507,8 580,7 347,2 220,2
138,2 159,6 85,9 62,8
356,1 317,8 371,2
92,9 82,9 1OS.3
226,2
65,5
Luteolina
gg/ml
kglg sec.
114,8 158,5
31,9 44,0
172,3 183,7 206,8 0
46,9 50,5 51,2 0
0 154,4 0
0 40,3 0
0
0
Apigenina
gg/ml
iJ.g/g sec.
113,9 78,5
31,6 21,8
162,4 0 0 0
44,2 0 0 0
79,9 56,4 0
20,8 14,7 0
0
0
t = trazas, Nc = no cuantificable
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3. EUCALYPTUS RU¡ITS ENDL.
3.1. CARACTERIZACION DE MUESTRAS
3.1.1. Caracterización de hojas. Análisis de aceites
esenciales
La tabla X.3.1 muestra la composición química de los aceites
esenciales de E. rudis y los rendimientos de destilación. Como en
las tablas correspondientes de E. camaldulensis y E. globulus, la
concentración de cada componente se expresa en porcentaje de área
de su pico cromatográfico. A continuación, la figura X.3.1
incluye tres cromatogramas tipo de muestras de aceites esenciales
de E. rudis.
Los únicos datos conocidos, sobre la composición química de
los aceites esenciales de E. rudis, son los aportados por BARER
y SMITH <1920), reproducidos posteriormente en los Tratados
generales sobre el género Eucalyptus (PENFOLO y WILLIS, 1961; DE
LA LAMA GUTIERREZ, 1976) y en los relativos a los aceites
esenciales <GILDEMEISTER y HOFFMANN, 1961; GUENTHER, 1965).
Dichos autores identificaron 1,8—cineol (valorado por métodos
químicos clásicos en ca. 40 %) y d—a—pineno. También detectaron
aldehídos volátiles en cantidad importante, ésteres de alto punto
de ebullición y un sesquiterpeno en pequeña concentración, más
0,18 % de fenoles, entre los que identificaron, como probable, el
australol.
El 1,8—cineol y el a—pineno, compuestos característicos de
la mayoría de las esencias de eucalipto, están presentes en todas
las muestras, pero aparecen solamente como componentes
mayoritarios en cinco de ellas (HERl-HER4 y PER3).
El espatulenol es el componente mayoritario en HER5,
compartiendo importancia con criptona y p—cimeno en PERi, PER2 y
PER4.
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t 0,2 0,6 0,1 t 0,3 t
Tabla X.3.1: Composición de los aceites esenciales de hojas de
Eucalyptus rudis
Concentración (Z)
Pico ¡ Componente HERí HER2 HER3 HER4 HERS PERi PER2 PER3 PER4
Aldehído
iso-valeríanico
Alcohol
1 so-amilico
a-Pineno
~-Pineno
Mirceno
Limoneno
f3-Felandreno
1, 8-Cineol
p-Cimeno
Linalol
Acetato linalilo
Pinocarvona
Aromadendreno
Terpinen-4-ol
Alloaromadendreno
Mirtenal
trans-Pinocarveol
Criptona
a-Terpineol
Felandral
Alcohol monoterpén.
Aldehido cumínico
Mirtenol
p-Cimen-8-ol
Oxido cariofileno
Alcohol sesquiterp.
Viridiflorol
p-Eudesmol
Ledol
Alcohol cuminico
Espatulenol
Alcohol sesquiterp.
Timol
Alcohol sesquiterp.
Carvacrol
a-Cadinol
Alcohol sesquiterp.
Comp. carbonilico
Comp. carbonilico
El = Huelva, E = Pontevedra, ER = E. rudis.
t = trazas (<0,1 2); 0,0 = no detectado.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
3,6
1,8
8,7
0,6
0,5
2,0
0,0
77,8
0,2
0,1
t
0,4
0,3
0,3
0,2
0,1
1,5
0,2
1,0
t
0,4
t
0,4
t
t
t
0,8
0,2
0,1
0,0
t
0,0
t
t
t
t
0,0
0,0
0,0
4.7
1,5
16 , 3
0,8
0,9
2,6
0,0
65,2
0,2
0,1
t
0,3
0,4
0,3
0.1
t
1,0
0,2
1,2
t
0,4
t
0,2
t
t
0,7
0,2
0,1
0,0
t
0,0
t
t
t
t
0,0
0,0
0,0
0,6
13,1
0,6
0,5
4,0
0,0
60,8
0,4
0,1
t
0,7
1,2
0,3
0,4
0,2
1,9
0,2
1,4
t
1,0
t
0,4
t
0,2
0,2
4.3
0,8
0,5
t
0,4
t
t
t
0,1
0,1
0,0
t
t
0,4
10 , 4
0,4
0,2
2,9
0,0
67,2
0,6
0,1
t
0,9
0,8
0,2
0,3
0,2
3,1
0,2
0,7
t
0,5
t
0,6
t
0,2
0,2
3.4
0,8
0,4
0,0
0,2
t
0,1
t
0,1
t
0,0
t
0,0
t
1,8
0,2
t
2,6
t
7,4
1,3
0,1
t
t
0,4
0,3
0,7
t
0,1
t
0,6
t
0,5
t
t
t
0,6
1,3
4,7
t
t
0,6
48,7
0,7
0,9
1,6
0,2
3,2
2,5
1,6
0,2
t
0,2
0,1
0,1
0,4
0,2
1,8
5,4
2,0
0,6
1,0
0,0
3,2
0,8
0,9
t
9,4
1,5
0,8
0,4
2,6
0,2
0,6
0,1
0,9
1,6
t
1,1
0,2
37,1
1,4
0,6
0,9
0,8
0.6
1,4
4,0
2,8
t
0,6
0,2
0,2
1,5
0,6
5,9
16, 3
2,2
0,2
1,2
0,0
5,4
0,4
1,0
0,2
13,9
4,6
2,2
0,4
3,2
0,2
0,7
t
0,6
1,8
t
1,2
0,2
15,5
1,4
0,6
0,3
0,8
0,3
0,6
2,8
0.7
t
9,3
0,3
0,6
5,7
0,0
61,7
0,5
0,3
t
0,3
0,7
0,4
0,2
0,2
0,6
0,2
1,7
t
0,3
t
0,2
t
0,3
0,4
6,2
1,0
0,8
0,0
0,5
t
t
t
0,3
0,2
0,0
0,0
0,0
t
0,2
0,1
0,1
0,9
0,4
3,6
5,1
1,4
0,5
0,8
0.1
1,9
2,2
0,8
t
7,0
3,0
1,1
0,3
2,4
0,2
0,8
0,1
1,4
1,8
0,6
1,9
0,7
26,2
1,9
2,4
1,1
2,4
1,9
1,9
5,4
3,1
Rendimiento (Z) 2,98 3,51 3,52 2,45 0,87 1,52 0,91 1,45 0,85
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Las muestras ricas en 1,8—cineol y a—pineno dieron
rendimientos mayores de aceites esenciales.
3.1.2. Caracterización de maderas. Determinaciones
químicas. l4onnas
La tabla X.3.2 recoge los resultados de los análisis
normalizados de madera de E. rudis, para la determinación de
cenizas, solubilidades en agua fría y caliente y en sosa,
contenidos en holocelulosa, ligninas y pentosanos. Estos ensayos
se utilizan para valorar la calidad de la madera como materia
prima para la obtención de pasta de celulosa.
Tabla X.3.2: Análisis qu$mico de maderas de E. rudis
Muestra HERí HER2 HER3 HER4 HER5 PERi PER2 PER3 PER4
Extracto
alcohol—benceno 1,94 2,97 3,05 2,43 2,67 1,80 2,90 1,70 2,12
Cenizas 0,58 0,53 1,12 0,70 1,23 0,67 0,71 0,65 0,24
Solub. agua fría 3,23 3,92 6,16 4,41 8,46 4,68 6,38 3,62 4,94
Solub. agua cal. 4,12 4,93 5,61 5,13 8,17 4,85 6,86 4,77 4,22
Solub. sosa 14,47 15,13 18,48 16,53 20,31 17,92 19,24 17,64 18,43
Holocel. 83,10 82,76 81,51 84,19 82,71 83,45 81,82 83,47 83,42
Ligninas 22,65 23,05 25,06 23,40 21,50 24,12 21,07 24,04 26,94
Pentosanos 19,01 17,59 20,22 17,95 19,28 19,60 19,68 19,56 21,27
U = Huelva, P = Pontevedra, ER = E. rudis
Los resultados que muestran BUSTAMANTE EZPELETA y SANTOS
VIQUETRA <1983) sobre los análisis químicos de madera de E. rudis
son diferentes a los obtenidos con las muestras objeto de este
estudio. Estas últimas parecen presentar mejores propiedades como
materia prima celulósica, ya que muestran menores valores de
solubilidades en agua fría y caliente y en sosa, menor contenido
de extractos en alcohol—benceno y de ligninas, y
considerablemente mayores contenidos de holocelulosa. Por otro
lado, los contenidos de pentosanos y, en algunos casos, de
cenizas, son ligeramente superiores a los bibliográficos.
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Los resultados respecto a las distintas variables son:
1. Extractos en alcohol—benceno. Como ya se ha comentado,
valores altos de extractos en alcohol—benceno indican una
baja calidad de la madera para la producción de pasta. Las
maderas de E. ruáis dieron valores más altos que las de E.
globulus y E. camaldulensis de Pontevedra y menores que las
de E. canialdulensis de Huelva. No existen diferencias
importantes entre muestras, aunque podemos señalar que el
máximo corresponde a la muestra HERJ.
2. Cenizas. Las muestras de E. ruáis presentan valores bajos
de carga inorgánica, algo inferiores a los de las otras
especies estudiadas. Los valores máximos se obtuvieron con
HER3 y HER5.
3. Solubilidades en agua fría y caliente. Valores altos de
estas variables representan bajos rendimientos en pasta de
papel. Las muestras de E. ruáis presentan un amplio rango de
variación de solubilidades. Tres de las muestras <HER3, HER5
y PER2) se diferencian del resto, por los valores superiores
que se aproximan a los que alcanzaban las maderas’ de E.
camaldulensis de Huelva.
4. Solubilidad en sosa, Las maderas de E. ruáis presentan un
rango de variación en las solubilidades en sosa bastante
amplio. El valor máximo de la muestra HERS podría
justificarse suponiendo que ha experimentado algún tipo de
degradación o ataque microbiano, pero el hecho de presentar
valores altos en las demás variables, hace pensar que se
trata de una madera de baja calidad.
No se observan grandes diferencias al comparar esta
variable en las tres especies analizadas.
5. Holocelulosa y pentosanos. Las muestras de E. ruáis
presentan valores de holocelulosa semejantes a los de E.
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giobulus y E. cama.Záulensis de Pontevedra. Aunque el rango
de variación es pequeño, se puede comentar que nuevamente
son HER3, HER5 y PER2 las muestran con menor contenido en
holocelulosa y, por ello, de peor calidad.
La variabilidad del contenido en pentosanos de las
maderas de E. ruáis es pequeña, siendo estos valores más
próximos a los de E. camaláulensis que a los de E. globulus.
6. Ligninas. Una eliminación cuantitativa de ligninas es
fundamental para la obtención de pasta de buena calidad. Por
ello, cuanto mayor es el contenido de lignina más difícil es
el proceso. Se puede destacar que el máximo contenido en
ligninas de todas las muestras de las tres especies
analizadas corresponde a PER4. Por lo general, podemos decir
que E. ruáis presenta contenidos de ligninas relativamente
altos, semejantes a los de E. cama.láulensis de Huelva.
3.1.3. Conclusiones
1. El análisis de los aceites esenciales de las hojas de E.
ruáis permite la clasificación de las muestras en tres tipos
principales, según sus componentes mayoritarios: aquellas
ricas en espatulenol (HER5); en espatulenol, criptona y p-
cimeno <PERi, PER2 y PER4); y en 1,8—cineol y cx-pineno
(HERl-HER4 y PER3).
2. El análisis de la madera no permite agrupar las muestras
de E. ruáis, si bien distingue a tres de ellas: HER3, HER5
y PER2, como las de peor calidad para la obtención de pasta
de papel.
3.2. EXTRACCION. V’ALORACION DE CONTENIDO EN FENOLES TOTALES
DE LOS EXTRACTOS
Las tablas X.3.3, X.3.4 y X.3.5 contienen los rendimientos
de extracción con MeOH-H20 (80:20) y del fraccionamiento de los
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extractos con éter etílico (extracto etéreo), de las muestras de
madera, corteza y hojas de E. ruáis, así como los contenidos en
fenoles totales de dichos extractos.
3.2.1. Madera
Tabla X.3.3: Rendimientos de extracción y contenido en fenoles totales
de las muestras de madera de E. rudis
Muestra Extracto en
MeOH-H20 (Z)
Extracto en
éter etílico (Z)
Fenoles totales
mg(c.q.)/g 0’)
HERí
HER2
HER3
HER4
HERS
PERi
PER2
PER3
PER4
3,41
4,31
4,98
4,17
6,02
4,47
5,60
3,55
3,15
0,27
0,33
0,28
0,25
0,26
0,22
0,30
0,30
0,47
7,62
12,43
12,75
13,58
9,22
8,10
18,34
9,41
11,95
El = Huelva, P = Pontevedra, ER = E. rudis; (*) c.q. = calculado en quercetina.
En conjunto, no existen grandes diferencias en los
rendimientos globales de extracción de las muestras de ambas
procedencias. Lo mismo ocurre con los rendimientos etéreos, sobre
todo si no se tiene en cuenta PER4, cuyo rendimiento etéreo está
muy por encima de la media.
Los contenidos de fenoles totales no presentan ninguna
relación de proporcionalidad con las anteriores variables.
3.2.2. Corteza
Resulta sorprendente la gran diferencia entre los
rendimientos globales y etéreos de las muestras de Huelva y las
de Pontevedra. Asimismo, comparando los valores de los
rendimientos globales con los de las cortezas de las otras dos
especies analizadas, se observa que los de E. ruáis de Huelva
presentan los valores más bajos, únicamente comparables a los de
E. camaláuiensis de Pontevedra. Sin embargo, los rendimientos
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etéreos de las cortezas de E. ruáis de Pontevedra son los más
altos de las tres especies.
Tabla X.3.4: Rendimientos de extracción y contenido en fenoles totales
de las muestras de corteza de E. ruáis
Muestra Extracto en
MeOfl-H20 (Z)
Extracto en
éter etílico (U
Fenoles totales
mg(c.qú/g 0’>
HERí
HER2
HER3
HER4
HER5
PERí
PER2
PER3
PER4
3,18
2,03
1,33
2,40
2,27
16,92
15,90
3,53
11,79
0,76
0,65
0,79
0,78
0,90
1,93
3,56
1,63
3,75
2,77
4,82
1,95
4,43
3,08
7,63
7,47
1,49
8,33
II = Huelva, P = Pontevedra, ER = E. rudis; 0’) c.q. = calculado en quercetina.
Los contenidos en fenoles totales tampoco presentan relación
alguna de proporcionalidad con los rendimientos de extracción.
3.2.3. Hojas
Tabla X.3,5: Rendimientos de extracción y contenido en fenoles totales
de las muestras de hojas de E. ruáis
Muestra Extracto en
MeOH-H20 (fl
Extracto en
éter etílico (U
Fenoles totales
mg(c.q.)/g (*)
HERí 29,44 0,82 61,82
HER2 30,66 0,57 55,15
HER3 17,33 1,24 53,91
HER4 26,35 2,32 63,19
HER5 32,76 0,82 65,75
PERi 26,87 1,97 63,64
FER2 28,41 0,76 74,72
PER3 25,50 2,19 47,13
PER4 30,10 2,40 65,89
El = Huelva, P = Pontevedra, ER = E. ruáis; (*) c.q. = calculado en quercetina.
Como en las especies anteriormente estudiadas, las hojas
presentan los mayores rendimientos globales de extracción entre
los tejidos analizados, si bien el rango de variación, sobre todo
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en las muestras de Huelva, es muy grande <17—32 %).
No existe tampoco relación de proporcionalidad entre
rendimientos de extracción y contenido en fenoles totales.
3.2.4. Conclusiones
1. Los valores mínimos de rendimientos etéreos corresponden
a las maderas. Los rendimientos globales y los contenidos en
fenoles totales más bajos se han encontrado en las cortezas
de Huelva, cuyos extractos parecen ser bastante pobres en
polifenoles. Estos resultados no coinciden con los obtenidos
en las otras dos especies estudiadas.
2. Existen marcadas diferencias entre las cortezas de Huelva
y las de Pontevedra. Sin embargo, los extractos de madera y
hojas parecen menos variables.
3. Resultan sorprendentes los bajos contenidos en fenoles de
las muestras de corteza de E. ruáis, en comparación con las
otras dos especies. Puesto que el contenido en fenoles de
las cortezas de E. ruáis es, incluso, inferior al de las
maderas de las mismas muestras, cabe pensar que las
características de estas cortezas son marcadamente distintas
a las de las otras dos especies.
3.3. ANALISIS POR CROMATOGRAFíA EN CAPA FINA
Teniendo en cuenta las mismas consideraciones expuestas
para E. camaláulensis y E. globulus, en relación con la finalidad
de la utilización de la CCF en este trabajo, se procede a exponer
los resultados del análisis de los extractos etéreos de madera,
corteza y hojas de E. ruáis por CCF. Las condiciones de trabajo
son iguales a las utilizadas con las muestras de las otros dos
eucaliptos.
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3.3.1. Madera
En la figura X.3.2 se muestran las cromatoplacas modelo de
los extractos etéreos de madera de E. ruáis.
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Figura x.3.2.: Cromatoplacas de extractos etéreos de madera de E.
ruáis. a: HERí. b: PER3.
La tabla X.3.6 reúne los Rf y las coloraciones, bajo luz LIV
y tras el revelado con reactivo A de Neu, de las distintas
manchas, así como su posible identificación.
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Tabla X.3.6: Componentes detectados en las placas de CCF de los
extractos etéreos de madera de E. rudis
Mancha Rf
JA Dim. 2~ Dim.
Color
UV
Revelado
React.A+PEG
Posible
identificación
9
9
9
9
9
9
0,49
0,85
0,86
0,86
0,91
0,89
0,16
0,50
0,67
0,84
0,93
0,01
Am-Az
Az
Az
Am
Ma-Mo
-
Az
Az
Az
Am
Ma-Ho
Ma
Ac. elágico
Elagitanino
Elagitanino
Ac. o Ald. fenólico
Vainillina
*
Am = amarillo, Az = azul. Ma = marrón, Mo = morado; * no identificado.
Se ha mantenido la
los extractos de madera
misma numeración de las manchas que en
de E. camaláu.Zensis y E. globulus.
La presencia o ausencia de cada componente en los extractos
de las distintas muestras se recoge en la tabla X.3.7.
Tabla X.3.7: Distribución de los componentes detectados por OCE en los
extractos etéreos de madera de E. rudís
N0 Componente HERí HER2 HERS HER4 HERS PERi PER2 FER3 PER4
9
9
9
9
9
9
Ac.elágico
Elagítanino
Elagitanino
Ac. o Ald. fenólico
Vainillina
*
+ + + + + + + + +
+ - + - - - + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
E = Huelva, E’ = Pontevedra, ER = E. rudis;
+ presencia, - = ausencia; * = no identificado.
Estas distribuciones son menos complejas que las de E.
globulus, tanto por la variedad de componentes, como por las
diferencias entre muestras. No se detecta ningún componente o
grupo de componentes que actúe como elemento diferenciador entre
muestras. El elagitanino 2 podría actuar de esta manera, pero
dada la baja sensibilidad de la CCF, podría suceder que este
compuesto se encuentre, en baja concentración, en las muestras
donde no ha sido detectado.
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3.3.2. Corteza
La figura X.3.3 contiene cromatoplacas modelo de los
extractos etéreos de corteza de E. ruáis.
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Figura x.3.3: Cromatoplacas de extractos etéreos de corteza de E.
ruáis. a: HER3. b: PER3.
En la tabla X.3.8 se reúnen los Rf y las coloraciones, bajo
luz Ifll y tras el revelado, como se ha expuesto anteriormente, de
las distintas manchas, así como su posible identificación. Se ha
mantenido la misma numeración que en E. camaláulensis y E.
globulus.
o oO
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Tabla X.3.8: Componentes detectados en las placas de CCF de los
extractos etéreos de corteza de E. rudis
Mancha Rf
JA Dim. 28 ¡Mm.
Color
UV
Revelado
React.A+PEG
Posible
identificación
1
1
1
10
12
15
16
0,44
0,66
0,91
0,85
0,89
0,90
0,78
0,19
0,14
0,02
0,52
0,69
0,86
0,94
Am-Az
Az
—
Az
Az
Az
Az-Mo
Az
Az
Am
Az
Az
Mo
Az-Mo
Ac. elágico
Elagitanino
*
Elagitanino
Elagitanino
Ac. o Ald. fenólico
Ac. o Ald. fenálico
Am = amarillo, Az = azul, Ma = marrón, Mo = morado; * = no identificado.
Comparados con los extractos de corteza de las especies
anteriormente analizadas, los de E. ruáis parecen más pobres,
tanto en número, como en variedad de compuestos. No se ha
reconocido ningún flavonoide en las placas.
Junto al ácido elágico, compuesto característico de las
cortezas de Eucalyptus, se ha detectado la presencia de unos
ácidos y aldehídos fenólicos, uno de los cuales podría ser el
ácido protocatéquico <15).
Al igual que en las otras muestras de cortezas, se han
identificado como elagitaninos una serie de manchas que
presentaron coloraciones, en Uy y tras el revelado, semejantes a
las del ácido elágico. Como se ha comentado, no podemos asegurar
la total fiabilidad de estas identificaciones.
En la tabla X.3.9 se indica la presencia o ausencia de cada
componente en las distintas muestras.
Al comparar los extractos de corteza de Huelva y los de
Pontevedra, destaca la extremada pobreza de estos últimos que
sólo presentan el componente n9 3. La mancha de este componente
en estas muestras parece mayor de lo habitual y aparenta estar
formada por varios lóbulos superpuestos. Esto hace pensar que
probablemente englobe a más de un compuesto.
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Tabla X.3.9: Distribución de los componentes detectados por CCF en los
extractos etéreos de corteza de E. rudís
N~ Componente HERí HER2 HER3 HER4 HER5 PERi PER2 PER3 PER4
1
1
1
10
12
15
16
Ac.elágico
Elagitanino
*
Elagitanino
Elagitanino
Ac. o Aid. fenólico
Ac. oAld. fenélico
+ + + + + - - - -
- + + - + - - - -
+ + + + + + + + +
+ + + + + - - - -
+ + + + + - - - -
+ + + + + - - - -
- + - + + - - - -
H = Huelva, P = Pontevedra, ER = E. rudis;
+ = presencia, - ausencia; * = no identificado.
Estos resultados están en contradicción con los de
rendimientos de extracción y contenido en fenoles totales de
estos extractos, que parecían indicar una mayor riqueza en los
extractos de Pontevedra. Sin embargo, está de acuerdo con las
características de ambos tipos de cortezas. Los árboles de
Pontevedra parecen presentar una deficiente aclimatación, ya que
presentaban un desarrollo muy pobre y cortezas muy finas y
oscuras.
3.3.3. Hojas
La figura X.3.4 contiene cromatoplacas modelo de extractos
etéreos de hojas de E. ruáis.
La tabla X.3.1O reúne los valores de Rf y las coloraciones,
bajo luz 13V y tras el revelado habitual, de las distintas
manchas, así como su posible identificación.
Las cromatoplacas obtenidas se parecen más a las de E.
camaláulensis que a las de E. globulus, presentando una mayor
riqueza y variedad de flavonoles y una presencia mucho más escasa
de elagitaninos. El flavonol 4 es un aglicón, mientras que los
numerados con 6, 15 y 16 son glicósidos.
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Figura X.3.4: Cromatoplacas de extractos etéreos de hojas de E.
ruáis. a: HERí. b: PERJ.
Tabla X.3.10: Componentes detectados en las placas de CCF de los
extractos etéreos de hojas de E. rudis
Mancha RE
18 Dim. 28 ¡Mm.
Color
LIV
Revelado
React.A+PEG
Posible
identificación
1
1
1
1
15
16
0,45
0,74
0,71
0,88
0,65
0,70
0,19
0,13
0,64
0,01
0,77
0,87
Az
-
Am
Ma
Am
Am
Az
Am
Am-Ha
Ma
Am-Ve
Am-Ve
Ac. elégico
Flavonol
Flavonol
*
Flavonol
Flavonol
Am = amarillo, Az = azul, Ma
* = no identificado.
= marrón, Ho = morado, Na = naranja, Ve = verde;
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La tabla X.3.11 muestra la distribución de estos componentes
en los extractos etéreos de hojas de E. ruáis.
¡ Tabla X.3.11: Distribución de los componentes detectados por CCF en
los extractos etéreos de hojas de E. rudís
N0 componente HERí HER2 HER3 HER4 HER5 PERí PER2 PER3 PER4
1 Ac.elágico + + + + + + + + +
4 Flavonol + + + + + + + + +
6 Flavonol + + + + + + + + +
9 * + + + - - - + - -
15 Flavonol - - - + - + + + +
16 Flavonol + - - + + + + + +
El = Huelva, E’ = Pontevedra, ER = E. rudis;
+ = presencia, - = ausencia; * = no identificado.
Se puede comentar que las muestras de Huelva presentan una
menor riqueza en flavonoles que las de Pontevedra. La mancha 9,
característica de E. globu.Zus, aparece en algunas muestras de E.
ruáis, independientemente de su procedencia.
3.3.4. Conclusiones
1. Los extractos de madera de E. ruáis son bastante más
simples que los de E. globu.Zus y E. camaláulensis, sin que
existan diferencias notables entre las muestras de Huelva y
las de Pontevedra.
2. Los extractos de corteza de E. ruáis pueden clasificarse
en dos bloques, según la procedencia de las muestras. Las de
Huelva son mucho más ricas que las de Pontevedra, sin llegar
a presentar la variedad y cantidad de componentes de las de
E. globulus o E. camaláulensis. Las cromatoplacas de
extractos de corteza de E. ruáis de Pontevedra sólo
presentan la mancha 3, aunque aparentemente formada por más
de un componente.
3. Los extractos de hojas de E. ruáis muestran un
comportamiento cromatográfico más semejante al de los de E.
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canialáulensis que al de los de E. globulus, con la
característica de una mayor riqueza en flavonoles y menor
presencia de elagitaninos. Las muestras de Pontevedra
parecen más ricas que las de Huelva.
3.4. ANALISIS POR CLAR. IDENTIFICACIONES. VALORACIONES
SEMICUANTITATIVAS
3.4.1. Maderas.
A) Identificaciones
La figura X.3.5 contiene cromatogramas modelo de extractos
etéreos de madera de E. ruáis.
Tanto en la figura como en las tablas siguientes, se ha
mantenido el mismo criterio de numeración que en los apartados
referentes a E. canialáulensis y E. globulus.
En los extractos etéreos de madera de E. ruáis, se han
identificado de forma directa, por CLAR:
— Acido gálico (1)
- Acido vainíllico <4)
- Aldehído siríngico (6)
— Vainillina <~)
- Acido elágico (11)
También se han reconocido elagitaninos por su espectro Uy,
pero, como ya se ha comentado anteriormente, no hemos considerado
objeto de este estudio un análisis estructural profundo de estos
compuestos.
Se ha reconocido también un flavonol, aunque no ha sido
posible identificarlo.
En el apartado de E. canialáulensis se ha desarrollado la
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Figura X.3.5.: Cromatogramas de extractos etéreos de madera de E.
ruáis. a: HERJ. PER2. (Absorbancia a 325±75 nm).
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identificación del pico 7 como derivado del ácido o aldehído
siríngico.
E) Valoraciones semicuantitativas
.
La tabla X.3.12 reúne los resultados de la valoración
semicuantitativa de los componentes de los extractos etéreos de
madera de E. ruáis. En el Apéndice II, se recogen los valores de
las áreas de los picos cromatográficos de dichos componentes, en
unidades de integración.
Tabla X.3.12: Valoración semicuantitativa por CLAR de los componentes
de los extractos eteréos de madera de E. rudis
Pico Componente HERí HER2 HER3 HER4 HER5 PERi PER2 PER3 PER4
1 Acidogálico + + t + t t + + +
2 * - t t t t - - - -
3 * t + + t t + t + +
4 Ac. vainillico t t t t t t t + +
5 Vainillina + + + + + + + ++ +
6 Ald. siringico +++ ++ ++ + + + ++ ++ +
6a * + + + t t - - - -
7 Der. siringico +++ +++ ++ ++ + + ++ +++ ++
11 Acido elágico +++ ++ ++ ++ ++ ++ +++++ ++++ +++++
13a Elagitanino + + + + + t + + -
13b Flavonol + + + + + t + + ++
15 Elagitanino + - + - - - + -
iSa * - + - + + +~ - ++ -
17 Elagitanino - - + + + + + -
19 Elagitanino + + + + + + + + ++
20 Flavanona - + + + + - - + ++
H = Huelva, E’ = Pontevedra; SR = E. rudís; t = trazas; * = no identificado.
No parecen existir diferencias importantes en la composición
de los extractos etéreos de las distintas muestras de madera de
E. ruáis:
— No se aprecian diferencias significativas en los
contenidos de ácido gálico, ácido vainíllico, vainillina y
aldehído siríngico entre las muestras de una procedencia y
otra. Sí se observa es una mayor concentración de ácido
elágico en las muestras de Pontevedra.
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— Los elagitaninos no pueden considerarse como grupo
diferenciador de las muestras por su procedencia. Solamente
la muestra PER4 destaca sobre las demás, por presentar unas
elevadas concentraciones de los elagitaninos 15, 17 y 19.
— Los extractos etéreos de madera de E. ruáis se diferencian
de los E. canzaláulensis y E. globulus por su bajo contenido
de flavanonas y de flavonoles.
3.4.2. Corteza
La figura X.3.6 contiene cromatogramas modelo de extractos
etéreos de corteza de E. ruáis.
En la numeración de los picos cromatográficos se ha
mantenido el mismo criterio que para E. camaláulensis y E.
globul us.
Los componentes identificados directamente por CLAR~ son:
— Acido gálico <1)
- Acido protocatéquico (2)
— Aldehído protocatéquico (Ja)
— Acido vainíllico <4)
— Vainillina <6)
- Acido elágico (9)
También se han reconocido elagitaninos, por la semejanza de
su espectro liv con el del ácido elágico, constituyente básico de
su estructura.
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Figura x.3.6: Cromatogramas de extractos etéreos de corteza de E.
ruáis. a: HERJ. b: PER2. <Absorbancia a 325±75nm).
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Figura X.3.6 (Cont.): Cromatogramas de extractos etéreos de
corteza de E. ruáis. c: PER3. <Absorbancia a 325±75nm).
* Identificación de los picos 22b. 23. 24a y 26a
.
Como se puede observar en los cromatogramas de los extractos
de las cortezas de E. ruáis de Pontevedra, éstos son
completamente distintos de los estudiados hasta ahora, por su
extremada pobreza en compuestos polifenólicos. De los picos 22b,
23, 24a y 26a, únicos presentes en los extractos de corteza de E.
ruáis de Pontevedra, el pico 23 fue detectado también en la
corteza de la muestra PEC2 de E. camaldulensis (ver figura
X.l.4.2)
La información inicial de que se disponía sobre la
estructura de estos compuestos eran sus espectros LIV y sus tR:
— 22b y 23 presentan el mismo espectro Uy y éste se asemeja
al de un ácido benzóico (figura X.3.7A).
- 24a y 26a tienen ambos el mismo espectro LIV, parecido al
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de los ácidos cinámicos <figura X.3.7B).
Figura X.3.7:
Espectro Uy
A. 22b o 23
Ac. vainíllico
B. — 24a o 26a
Ac. cafeico
Sin embargo, los tR de estos compuestos no corresponden a
los de ácidos fenólicos, que aparecen en la primera parte del
cromatograma.
Para avanzar en la elucidación estructural, se aislaron
estos compuestos por CLAR semipreparativa y se estudiaron por CG—
EM. Los espectros de masas obtenidos se compararon con la
librería de espectros de patrones y el resultado fue el
siguiente:
— 22b y 23 tienen un espectro muy semejante al del éster
metilico del ácido 2,4-dihidroxi-6-metilbenzoico (figura
X.3.8)
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descartado la posibilidad de que estos ésteres metilicos sean un
artefacto de la extracción metanólica, ya que, en las mismas
condiciones de extracción, hemos detectado sin dificultad ácidos
fenólicos libres y no han aparecido sus ésteres.
El hecho de que cada pareja de compuestos tenga el mismo
espectro de masas hace pensar que se trata de isómeros de
posición.
B) Valoraciones semicuantitativas
La tabla X.3.13 reúne los resultados de las valoraciones
semicuantitativas de los componentes químicos de los extractos
etéreos de corteza de E. ruáis. Como en los casos anteriores, se
puede recurrir al Apéndice II para obtener los valores de áreas
de cada pico cromatográfico, en unidades de integrador.
Tabla X.3.13: Valoración semicuantitativa por CIAR de los componentes
de los extractos etéreos de corteza de E. rudis
Pico Componente HERí HER2 HER3 HER4 HER5 PERi PER2 PER3 PER4
1 Ac.gálico + t - t - - - - -
2 Ac. protocateq. + + t + + - - - -
Sa Ald. protocateq. + ++ + ++ + - - - -
4 Ac.vainíllico + + t + + - - - -
6 Vainillina + - t + t - - - -
9 Ac. elágico +++ ++ + +++ + - - - -
13 Elagitanino + + + + + - - - -
iBa Elagitanino + + + + + - - - -
21a Elagitanino - + + - + - - - -
21 Elagitanino + + + + + - - - -
22a * + + - - + - - - -
22b Est. ac.benzóico - + - - - + + - +
22c * - + - - - - - - -
22 * - - - - - + + - +
23 Est. ac.benzóico - - - - - ++ ++ -
24a Est. ac.cinámico - - - - - - - ++ -
26a Est. ac.cinámico - - - - - - - +++ -
E = Huelva, P = Pontevedra; ER = E. rudís; t = trazas; * = no identificado.
Como se ha comentado para E. camaláulensis y E. globulus,
pueden compararse los resultados incluidos en tablas de extractos
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de cortezas de distintas especies, pero no con los de madera o de
hojas, dadas las distintas proporciones de materia prima y
redisolución de extractos, empleados en cada caso.
De la observación de los cromatogramas y de La tabla X.3.13
se deduce que:
— No existe similitud entre los extractos de corteza de E.
ruáis de Huelva y de Pontevedra, debido a las especiales
características de las cortezas de Pontevedra, consecuencia,
probablemente, de la mala aclimatación de esta especie a las
condiciones edafoclimáticas del NO peninsular. Los extractos
de corteza de Pontevedra son muy pobres y sólo contienen los
citados ésteres metílicos de ácidos benzóicos o cinámicos,
dependiendo de las muestras.
— Los extractos de corteza de muestras de Huelva presentan
una concentración media de ácidos y aldehídos fenólicos. A
estos les acompañan diversos elagitaninos. Sin embargo, no
se ha detectado en ellos la presencia de ningún flavonoide.
La comparación con las otras dos especies estudiadas permite
concluir que los extractos de corteza de E. ruáis de Huelva, aún
siendo semejantes a los de las otras dos especies, se diferencian
por ser más pobres en flavonoides. Las muestras de Pontevedra se
podrían considerar un caso aparte, ya que sólo contienen los
ésteres metílicos de los ácidos fenólicos ya mencionados.
3.4.3. Hojas
A) Identificaciones
.
La figura X.3.lO contiene cromatogramas modelo de extractos
etéreos de hojas de E. ruáis.
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Figura x.3.1O: Cromatogramas de extractos etéreos de hojas de E.
ruáis. a: HER4. b: PER2. (Absorbancia a 325±75nm).
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Se han seguido los mismos criterios de numeración que en los
casos anteriores.
Los componentes identificados directamente por CLAR son:
— Acido gálico (1)
- Acido protocatéquico <2)
— Vainillina <~)
- Acido elágico (6)
- Quercetina (13d)
- Naringenina <14a)
También se ha detectado mediante su espectro 11V, la
presencia de elagitaninos, flavonoles y alguna flavanona, pero no
ha sido posible su identificación. Como en E. globulus, se ha
reconocido un componente (pico 22b), cuya estructura posiblemente
corresponde a un derivado del kaempferol.
Los extractos de las muestras HERí, HER2, HERJ y PER2, y en
menor proporción HER5, presentan un conjunto de picos en la parte
final del cromatograma con un máximo de absorción a 280 nm y un
hombro a 340 nm, al igual que ocurría en el caso de E. globulus.
B) Valoración semicuantitativa
La tabla X.3.14 reúne los resultados de las valoraciones
semicuantitativas de los componentes de los extractos etéreos de
hojas de E. ruáis. En el Apéndice II, se encuentran las áreas (en
unidades de integrador) de los picos cromatográficos de estos
extractos.
Como ya se ha comentado en E. globulus y E. camaláulensis,
los resultados de estas tablas se pueden comparar con los de
hojas de las otras especies, pero no con los de madera y corteza.
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Tabla X.3.14: Valoración semicuantitativa por GLAR de los componentes
de los extractos de hojas de E. rudis
Pico Componente HERÍ HER2 HER3 HER4 HERS PERi PER2 PER3 PEPA
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12
13a
13b
13c
1 3d
13
14a
14b
16
i6a
17b
18
19
20a
20b
21
22
22a
22b
23
24
25
25a
26
Ac. gálico
Ac. protocatéq.
Vainillina
Rutina
Ac. elégico
Quercetín-3-
arabinósido
Quercetln-3, 7-
diramnósido
Quercitrina
Kaempferol-3-
arabinósido
Elagitanino
*
*
Quercetina
*
Naringenina
Flavanona
Flavonol
Flavanona
Flavonol
*
*
*
Elagitanino
*
*
Flavanona
Der. kaempferol
*
Sesquiterpeno( 7)
Sesquiterpeno(?)
Sesquiterpeno( 7)
Sesquiterpeno< 2)
Huelva, 1’ = Pontevedra; EX E. rudis; t = trazas; * = no identificado
No se observan grandes diferencias en la composición de los
extractos de hojas de E. ruáis de distintas procedencias. Se
podría destacar que las muestras de Huelva presentan menores
contenidos en glicósidos de quercetina y kaempferol que las de
Pontevedra. Sin embargo, en las de Pontevedra no se ha detectado
la presencia de quercetina.
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Los extractos de hojas de E. ruáis presentan características
análogas a los de E. cama.Ldulensis, como son la mayor variedad y
concentración de flavonoles y los bajos contenidos en
elagitaninos. Sin embargo, los cromatogramas de algunas muestras
presentan compuestos de alto tR semejantes a los de E. globulus.
3.4.4. Conclusiones
1. Con la excepción de las hojas, las muestras de E. ruáis
presentan patrones de composición química más sencillos que
E. globulus y E. camaláulensis. Las maderas, con diversidad
de ácidos y aldehídos fenólicos, carecen prácticamente de
flavonoides. Las cortezas de Pontevedra contienen solamente
ésteres de ácidos fenólicos, y las de Huelva, al igual que
sucedía con las maderas, están compuestas, fundamentalmente,
por ácidos y aldehídos fenólicos, con pequeñas
concentraciones de elagitaninos.
2. La composición de las hojas se aproxima más a la de E.
camaláulensis que al E. globulus, por la variedad de
glicósidos flavonoidicos presentes.
3. No se aprecian grandes diferencias en la composición de
los extractos de los distintos tejidos según su procedencia,
excepto en el caso de las cortezas de Pontevedra.
3.5. VALORACIONES CUANTITATIVAS
En este apartado se reúnen los resultados de la
cuantificación por el método del patrón externo de los
componentes de los extractos de madera, corteza y hojas de E.
ruáis. Las rectas de calibración se elaboraron con patrones
comerciales de los compuestos correspondientes.
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Tabla X.3.15: Valoraciones cuantitativas de los componentes de los
extractos etéreos de madera de E. rudis
Componente HER1 HER2 HER3 HER4 HERS PERí PER2 PER3 PER4
Acido gálico
vg/ml t 1,3 t t t t t 25,0 18,3
tglg mat. seca t 0,3 Nc Nc Nc Nc Nc 7,0 5,4
Vainillina
xg/ml 22,6 18,8 14,2 3,5 t t 8,8 47,4 11,5
p.g/g mat. seca 6,2 5,2 3,9 1,0 Nc Nc 2,5 13,4 3,4
Acido elágico
p~g/ml 91,4 75,8 82,3 76,9 51,7 53,2 222,8 137,5 506,5
gglg mat. seca 25,1 21,0 22,6 21,3 14,5 16,6 63,2 39,0 150,0
t = trazas, Nc = No cuantificable
Tabla X.3.16: Valoraciones cuantitativas de los componentes de los
extractos etéreos de corteza de E. rudis
Componente HERí HER2 HER3 HER4 HER5 PERi PER2 PER3 PER4
Acido gálico
vg/ml 9,4 t 0 6,6 0 0 0 0 0
jtg/g mat. seca 6,7 Nc 0 4,9 0 0 0 0 0
Ac. protocatéq.
ixg/ml 45,4 86,5 t 112,9 16,0 0 0 0 0
p~g/g mat. seca 32,6 61,3 Nc 83,6 10,9 0 0 0 0
Ald. protocaté.
xg/ml 37,2 63,4 12,5 82,8 51,7 0 0 0 0
j.tg/g mat. seca 26,7 44,2 9,5 61,3 35,3 0 0 0 0
Vainillina
xg/ml 5,3 0 t 2,8 t O O O O
p~g/g mat. seca 3,8 0 Nc 2,0 Nc O O O O
Acido elágico
pg/mI. 164,1 83,3 48,3 190,0 30,0 0 0 0 0
kg/g mat. seca 117,6 59.1 36,5 140,8 20,4 0 0 0 0
t = trazas, Nc = No cuantificable
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X.3.17: Valoraciones cuantitativas de los
extractos etéreos de hojas de E. componentesrudis de los
Componente HERí HER2 HER3 HER4 HER5 PERí FER2 PER3 PER4
Acido gálico
gg/ml 38,6 1,6 t 135,3 39,4
jxglg mat. seca 10,3 0,4 Nc 36,8 11,0
56,0
19,7
28,8
10,2
87,5
30,7
87,0
30,5
Ac. protocatéq.
ixg/ml 0 0 0 15,0 0
¡iglg mat. seca 0 0 0 4,0 0
8,2
2,9
N
Nc
1,8
0,6
22,4
7,9
Vainillina
iig/ml 27,3 27,2 16,8 49,9 38,6
}xg¡g mat. seca 7,4 7,5’ 4,9 13,6 10,8
19,4
6,8
24,9
8,8
35,3
12,4
50,1
17,6
Acido elágico
xg/ml 518,1 297,9 274,9 393,1 513,8
kglg mat. seca 141,0 82,7 79,7 107,0 144,2
421,2
147,8
443,6
157,3
301,7
105,8
323,7
113,6
Quercitrina
~glml 145,5 0 0 253,9 0
gg/g mat. seca 39,6 0 0 69,1 0
113,7
39,9
96,7
34,3
105,5
37,0
133,6
46,9
Quercetina
~gIml 223,2 71,0 143,9 165,1 158,1
¡igjg mat. seca 60,7 19,7 41,7 44,9 44,4
0
0
0
0
0
0
0
0
Naringenina
¡ig/ml 302,3 155,7 114,8 0 0
xg/g mat. seca 82,2 43,2 33,3 0 0
0
0
148,9
52,8
0
0
0
0
t = trazas, Nc = No cuantificable
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4. RESULTADOS DE LOS ANIALISIS NIJ14ERICOS
4.1. ANALISIS UNIVARIANTE
Las tablas X.4.l, x.4.2 y X.4.3 recogen los resultados de
los análisis univariantes relativos a los rendimientos y
composición química de los extractos de madera, corteza y hojas
de las tres especies de Eucalyptus estudiadas. En ellas se
incluyen las medias y coeficientes de variación, para las
variables continuas, y las abundancias relativas para las
discretas, así como las diferencias y los agrupamientos entre
especies respecto a cada variable.
Las variables se han situado dentro de las tablas, siempre
que ha sido posible, manteniendo la distribución que se utilizará
para los análisis multivariantes. Las razones de los
agrupamientos de variables fueron explicados en el apartado IX.
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Madera
Tabla X.4.1; Análisis univariante de extractos de madera
E. camaid. E. globulus E. rudis
i CV 3c CV x CV Dif/Agru.
Rdto.ext.metanélico
Rdto. ext . etéreo
Fenoles totales
6,07 50
0,28 32
13,87 55
3,67 22
0,30 20
11,45 40
4,40 22
0,29 24
11,48 29
** C—G-R
No -CGR
No -CGR
Ext. Alcohol-Benceno
cenizas
Solub. agua fría
Solub. agua caliente
Solub. sosa
Holocelulosa
Ligninas
Pentosanos
3,64 47
o,io 44
5,91 61
6,93 51
17,27 21
79,57 3
23,71 10
18,10 8
1,70 19
1,02 43
3,67 19
4,27 20
16,49 13
83,98 1
21,73 7
23,16 7
2,39 21
0,71 41
5,08 32
5,40 24
17.57 11
82,98 1
23,53 8
19,35 6
*** C--GR.
No -CGR—
* CR--G
* O--GR
No -CGL~
*** C--GR
* CR--G
*** CR--G
1. Acido gálico
4. Acido vainillico
5. Vainillina
6. Ald. siringico
7. Der. siringico
11. Acido elágico
183,8 27
Escaso
571,6 48
1120,8 69
Moderado
2364,5 65
526,2 53
Escaso
893,4 41
2826,1 72
Moderado
5052,2 30
275,1 60
Moderado
653,1 44
1420,5 60
Moderado
4391,0 99
*** CR—-G
SS. CG--R
No —OCR—
** CR--G
Si CR--G
No —COR
13a. Elagitanino
14. Elagitanino
15. Elagitanino
16b. Elagitanino
17. Elagitanino
19. Elagitanino
Ausente
Moderado
Escaso
Ausente
Moderado
Moderado
Moderado
Escaso
Abundante
Escaso
Escaso
Moderado
Escaso
Ausente
Escaso
Ausente
Escaso
Moderado
SI. O-G-R
SS. O--GR
Si OR--G
Si CR--G
No -CGR
No -OCR
lMt Flavonol
16a. Quercetina
17a. Flavonol
Ausente
Ausente
Ausente
Moderado
Escaso
Escaso
Moderado
Ausente
Ausente
Si O--GR
No -OCR
No -OCR
8. Flavanona
12. Flavanona
16. Naringenina
18. Flavanona
20. Flavanona
Escaso
Escaso
Escaso
Escaso
Escaso
Ausente
Ausente
Escaso
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Moderado
SI C--GR
Si O--GR
No -OCR
No -OCR
SI OG--R
2. No identificado
3. No identificado
6a. No identificado
9. No identificado
10. No identificado
13. No identificado
iSa. No identificado
Moderado
1096,4 90
Ausente
Escaso
Moderado
Escaso
Ausente
Escaso
525,4 59
Escaso
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Escaso
298,9 87
Escaso
Ausente
Ausente
Ausente
Escaso
Si O--GR
** C-G-R
SI O--GR
SI O--GR
Si O--GR
Si O--GR
SI. OG--R
Dif/Agrup. = Diferencias significativas/Agrupamientos entre especies por
semejanza. * = 10 2; ** = 5 2; *** = 10 2. ~ = Media. CV = Coeficiente de
variación. O = E. camaidulensis. G = E. globulus. R = E. rudis.
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De los resultados del análisis univariante de maderas se
deduce:
1. De las variables relativas a los rendimientos de
extracción y al contenido de fenoles totales, sólo el
rendimiento de extracto metanólico manifiesta diferencias
significativas entre las tres especies. La extracción en
alcohol—benceno muestra un comportamiento similar. Este
comportamiento puede explicarse por las características
parecidas de ambos disolventes, si bien la mezcla MeOH—H20
presenta mayor polaridad que la EtOH—benceno.
2. Los análisis normalizados de madera proporcionan unos
resultados parcialmente diferentes a lo esperado. Partiendo
del supuesto de que, de las tres especies estudiadas, la
madera más apropiada para la producción de pasta es la de E.
globulus, siguiendo en orden decreciente la de E.
camaidulensis y la de E. rudis <BUSTAMANTE EZPELETA Y SANTOS
VIQUEIRA, 1983), los agrupamientos más esperados respecto a
estas variables serían CR——G, CG——R. Se observa que, para
los extractos en alcohol—benceno, las solubilidades en agua
caliente y el contenido en holocelulosa, E. globulus sigue
mostrando los resultados más favorables. Pero las tres
especies manifiestan menores diferencias de las esperadas,
y éstas han originado el agrupamiento C--GR. Respecto a las
tres variables fundamentales para la calidad de la madera
como productora de pasta, a saber, holocelulosa, ligninas y
pentosanos, se observa que E. rudis, comparada con E.
camaldulensis, presenta mayores contenidos de holocelulosa
y menores de ligninas, lo que determinaría una mayor
calidad, y, sin embargo, mayores contenidos de pentosanos,
lo que justificaría peor calidad a pesar de los buenos
resultados de los datos anteriores. Por lo tanto, estos
resultados apoyan el criterio de los productores de papel,
según el cual, de las maderas analizadas, las de E. globulus
son las de mayor calidad para producir pasta de papel. Por
contra, las de E. rudis y E. camaldulensis manifiestan menos
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diferencias de las esperadas teóricamente entre ellas
mismas, y con el E. globulus.
3. Del análisis cromatográfico de los componentes químicos
de los extractos etéreos de madera, se observa que:
- Del grupo de los ácidos y aldehídos fenólicos, se
pueden establecer relaciones entre los contenidos de
ácido gálico y ácido elágico, como precursores de los
taninos hidrolizables. El ácido elágico es el
componente mayoritario en la mayor parte de los
extractos de madera, y dentro de las tres especies, se
encuentra en mayor cantidad en E. globulus, aunque de
forma no significativa. La presencia de ácido gálico se
ordena de forma similar al ácido elágico, aunque en
este caso separa al E. globulus de las otras especies
de forma estadisticamente significativa. El aldehído
siringico y el derivado siríngico (pico 7), y la
vainillina, se comportan de forma paralela a los ácidos
gálico y elágico, respectivamente. El ácido vainillico
establece agrupamientos diferentes del resto.
— Entre los componentes más abundantes dentro de los
extractos de madera se encuentran algunos elagitaninos,
con distinta estructura dependiendo de la especie. No
se observan diferencias en la concentración del
elagitanino 19, que parece ser el más frecuente en las
tres especies.
— En cuanto a los flavonoides, se pueden considerar que
son componentes minoritarios dentro de los extractos de
madera. Los agrupamientos más frecuentes son los C——GR,
o —CGR--, es decir, la ausencia de diferencias
significativas entre las especies, que se repiten tanto
para flavonoles como para flavanonas, debido a que E.
camaldulensis es más rico en flavanonas y, sin embargo,
E. globulus y E. rudís lo son en flavonoles.
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Corteza
Tabla X.4.2: Análisis univariante de extractos de corteza
E. cama.Zd. E. giobulus E. rudis
it CV it CV it CV Dif/Agru.
Rdto.ext.metanólico
Rdto.ext.etéreo
Fenoles totales
13,57 93
0,85 19
66,16 105
6,23 51
1,06 20
18,05 64
6,59 97
1,64 74
4,66 55
No -OCR
* CG--R
*** O——GR
1. Ácido gálico
2. Ac.protocatéquico
3a. Ald. protocaté.
4. Ácido vainillico
5. Acido siríngico
6. Vainillina
9. Ácido elágico
Moderado
Moderado
Moderado
Escaso
Escaso
Escaso
Moderado
Moderado
Escaso
Escaso
Escaso
Ausente
Ausente
Abundante
Escaso
Escaso
Escaso
Escaso
Ausente
Escaso
Escaso
SI CG--R
No -CGR
No -OGR
No —CGR
No -CGR
SI C-G-R
SI CG--R
12. Elagitanino
13. Elagitanino
14a. Elagitanino
iBa. Elagitanino
21a. Elagitanino
21. Elagitanino
Escaso
Escaso
Ausente
Ausente
Ausente
Escaso
Escaso
Abundante
Escaso
Moderado
Escaso
Moderado
Ausente
Escaso
Ausente
Escaso
Escaso
Escaso
No -OGR
SI CR--G
Si CR--G
SI C-G-R
No -OCR
No -OCR
10. Quercitrina
14. Quercetina
18. Flavonol
19. Kaempferol
Escaso
Moderado
Escaso
Escaso
Ausente
Escaso
Moderado
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
SI O--GR
SI CG--R
SI O-G-R
No -OCR-
7. Flavanona
8. Naringina
11. Eriodictyol
15. Naringenina
16. Flavanona
20. Flavanona
Escaso
Escaso
Escaso
Escaso
Moderado
Escaso
Ausente
Ausente
Moderado
Escaso
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
SI O--GR
No -OCR
SI C-G-R
SI O-G-R
SI O--GR
SI O--GR
3. No identificado
la. Taxifolina
17. Luteolina
20a. Apigenina
22a. No identificado
22b. Ester Ac.benzo.
22c. No identificado
22. No identificado
23. Ester ác.benzo.
24. No identificado
24a. Ester Ac.cinám.
25. No identificado
26. No identificado
26a. Ester ác.ciném.
Moderado
Ausente
Escaso
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Escaso
Escaso
Escaso
Ausente
Escaso
Escaso
Ausente
Escaso
Moderado
Ausente
Escaso
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Escaso
Escaso
Escaso
Escaso
Escaso
Ausente
Escaso
Ausente
Ausente
Escaso
SI O--GR
SI OR--G
Si O--GR
No -OCR
SI OG--R
SS. CG--R
No -OCR-
No -OCR-
No —OCR-
No -OCR
No —OCR-
No -OCR-
No -OCR
No -OCR-
Dif/Agrup. = Diferencias significativas/Agrupamientos entre especies por
semejanza. * = 10 Z; ** = 5 Z; *** = 1 1. it = Media. CV = Coeficiente de
variación. O = E. camaldulensis. G = E. globulus. R = E. rudis.
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Sobre los resultados de los análisis de los extractos de
corteza se pueden hacer las siguientes consideraciones:
1. Respecto a las variables relacionadas con los
rendimientos de extracción y con los contenidos de fenoles
totales, se observa un comportamiento diferente al que
mostraban los extractos de madera. Las dos características
más destacadas son los elevadísimos coeficientes de
variación del rendimiento del extracto metanólico y del
contenido en fenoles totales de las cortezas de E.
camaldulensis, así como el bajo contenido en fenoles totales
de las muestras de E. ruáis.
2. El grupo de ácidos y aldehídos fenólicos es más extenso
en cuanto a variedad y cantidad en cortezas de E.
camaldulensis y E. globulus que en las maderas de las mismas
especies. Se puede observar que la parejas ácido
gálico/ácido elágico y ácido vainíllico/ácido siríngico,
originan agrupamientos iguales dentro de cada pareja, aunque
distintos entre ellas. La vainillina y el aldehído
protocatéquico, los aldehídos fenólicos del grupo, presentan
un comportamiento diferente.
3. El grupo de elagitaninos genera una gran variedad de
agrupamientos, siendo característicos los compuestos 13 y
18a, que manifiestan una relevancia especial en E. globulus.
4. Dentro del grupo de flavonoides se han reconocido
flavonoles, flavanonas, un dihidroflavonol <taxifolina) y
dos flavonas (luteolina y apigenina). Todos ellos carecen de
relevancia dentro de E. rudis, y producen diversidad de
agrupamientos en función de las concentraciones relativas de
E. globulus y E. camaldulensis. Se podrían considerar
asociaciones internas: de quercetina y sus derivados;
quercitrina (glicósido) ytaxífolina <dihidroquercetina>; de
naringenina y su derivada naringina. No existe una relación
de semejanza entre las asociaciones de estos compuestos.
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5. El grupo de compuestos considerados independientemente,
por su escasa presencia y su comportamiento y agrupamientos
poco definidos, no nos permiten ni concluir nada sobre ellos
ni utilizarlos como elementos diferenciadores.
Hojas
Tabla X.4.3: Análisis univariante de extractos de hojas
E. camaid. E. globulus E. rudis
it CV it CV i CV Dif/Agru.
Rdto.ext.metanólico
Rdto.ext.etéreo
Fenoles totales
33,04 20
1,63 52
71,73 31
25,18 17
0,77 22
54,09 22
27,49 16
1,45 52
61,24 13
** O—-GR
** OR--G
No -OCR-
1. Ácido gálico
2.Ac.protocatéquico
3. Vainillina
8. Ácido elágico
2048,6 31
Abundante
Escaso
9877,4 19
1537,9 24
Escaso
Escaso
13636,4 11
950,0 60
Escaso
Abundante
12996,5 24
*** C-G-R
SI O-G-R
SI OG--R
** C-G-R
4. Elagitanino
lía. Elagitanino
iSa. Elagitanino
iSa. Elagitanino
20b. Elagitanino
Escaso
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Abundante
Abundante
Escaso
Escaso
Ausente
Escaso
Escaso
Ausente
Moderado
Si O-’GR
Si CR--G
SI CR--G
No -OCR
SI O--GR
5. Flavonol
6. Flavonol
7. Rutina
9.Quercetín-3-arab.
10.Quercetín-diram.
11. Quercitrina
12.Kaempfer-3-arab.
lsd. Quercetína
16. Flavonol
17. Kaempferol
17b. Flavonol.
20. Flavonol
22b.Der. kaempferol
Escaso
Escaso
Abundante
Abundante
Moderado
Escaso
Moderado
Ausente
Escaso
Escaso
Ausente
Escaso
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Abundante
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Escaso
Ausente
Ausente
Abundante
Abundante
Moderado
Escaso
Moderado
Moderado
Moderado
Ausente
Escaso
Ausente
Escaso
No -OCR
No -OCR-
SS. CR--G
SI CR--G
SI CR--G
SI CR--G
SS. CR--G
SS. CG--R
SI O-G-R
No -OCR
SI CG--R
SIC--GR
SI O--GR
14a. Naringenina
14b. Flavanona
16a. Flavanona
22a. Flavanona
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Escaso
Escaso
Escaso
Escaso
Escaso
SI CG--R
SS. CG--R
No -OCR
SI O--GR
14. Luteolina
17a. Der. apigenina
19a. Apigenina
Escaso
Ausente
Ausente
Moderado
Escaso
Escaso
Ausente
Ausente
Ausente
SI OR--G
No-OCR
Si CR--G
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24.Sesquiterpeno(?)
25.Sesquiterpeno(?)
25a.Sesquiterp.(?)
26.Sesquiterpeno(2)
Abundante
Abundante
Ausente
Moderado
Escaso
Moderado
Escaso
Moderado
Moderado
Moderado
Escaso
Escaso
SI O-G-R
No -OGR
SI O--GR
No -OCR-
la. No identificado
13b. No ident.
13c. No ident.
13. No identificado
15. No identificado
18. No identificado
19. No identificado
2Da. No ident.
21. No identificado
22. No identificado
23. No identificado
Ausente
Ausente
Ausente
Moderado
Escaso
Moderado
Moderado
Ausente
Moderado
Moderado
Moderado
Abundante
Abundante
Moderado
Moderado
Abundante
Moderado
Moderado
Ausente
Moderado
Escaso
Ausente
Ausente
Moderado
Moderado
Escaso
Ausente
Moderado
Moderado
Escaso
Moderado
Moderado
Moderado
SI OR--G
SI O-G-R
SI O--GR
SI O-G-R
SI C-G-R
No -CGR
No -OCR
SS. OG--R
SI OG--R
SS. OR--G
SI C-G-R
a-I’ineno
~-Pineno
Mirceno
Limoneno
1 ,8-Oineol
p-Cimeno
Pinocarvona
Terpinen-4-ol
trans-pinocarveol
Criptona
Ac. a-terpinilo
a-Terpineol
Cuminaldehido
Viridiflorol
Clobulol
Espatulenol
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Muy abunda.
Moderado
Moderado
Moderado
Abundante
Ausente
Moderado
Abundante
Moderado
Moderado
Abundante
Abundante
Ausente
Ausente
Moderado
Muy abunda.
Escaso
Abundante
Ausente
Moderado
Ausente
Moderado
Moderado
Ausente
Ausente
Abundante
Ausente
Abundante
Escaso
Escaso
Moderado
Abundante
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Ausente
Moderado
Moderado
Moderado
Ausente
Moderado
SI O- -GR
SI C-G-R
SI C-G-R
No -OGR
SI O—-GR
SS. O-G-R
SI OR--C
SS. O-G-R
No -OCR
SI C-G-R
SI CR--G
No -OCR
SI O-G-R
SI OR--G
SI O-G-R
SI CR--G
Dif/Agrup. = Diferencias significativas/Agrupamientos entre especies por
semejanza. * = 10 2; ** = 5 Z; *** = 1 2. it = Media. CV — Coeficiente de
variación. O = E. camaldulensis. O = E. globulus. R = E. rudis.
Los análisis univariantes de los extractos y los aceites
esenciales de hojas muestran las siguientes características:
1. Los extractos de hojas presentan rendimientos de
extracción globales y etéreos y contenidos en fenoles
totales más altos que las maderas y cortezas dentro de cada
especie. Los valores medios en orden creciente corresponden
a E. globulus, E. rudis y E. camaldulensis, aunque los
agrupamientos son distintos para cada variable.
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2. El grupo de ácidos y aldehídos fenólicos es el menos
abundante cuando se comparan los extractos de hojas con los
de madera y corteza. La pareja ácido gálico/ácido elágico
produce el mismo tipo de agrupamiento, pero con diferencias
más acusadas para el ácido gálico.
3. El grupo de elagitaninos tiene menor significación en
hojas que en madera y en corteza, si bien los componentes
lía y 13a se desmarcan del resto, dando valores de abundante
en el E. globulus y forzando, por ello, un agrupamiento
CR--G.
4. Los flavonoides encontrados en hojas pertenecen a los
tres grupos de flavonoles, flavanonas y flavonas, de los que
el más abundante es el de flavonoles. De ellos, los
glicósidos de mayor relevancia (7, 9, 10, 11, 12) dan lugar
al mismo agrupamiento CR——G, mientras que los aglicones, en
menor cantidad en todas las especies, producen diversidad de
agrupamientos. Flavonas y flavanonas tienen un escaso
interés por su baja frecuencia de aparición en las tres
especies.
5. Los componentes de los picos 24, 25, 25a y 26, a los que
hemos atribuido una posible naturaleza sesquiterpénica, no
parecen presentar el mismo patrón de comportamiento en las
tres especies.
6. Entre los componentes del grupo de sustancias no
identificadas, con diversa relevancia en las tres especies
(7a, 13b y 15 son abundantes en E. globulus,) no se aprecia
un nivel de semejanza importante.
6. El análisis de aceites esenciales revela un mayor número
de diferencias significativas. Solamente en tres casos,
limoneno, trans—pinocarveol y ct—terpineol, el análisis
univariante no revela diferencias significativas. Asimismo,
es el grupo de variables en que se aprecia mayor separación
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(mayor número de veces repetido elentre especies
agrupamiento C-G-R).
A continuación, se va a comparar la distribución que generan
una serie de variables presentes a la vez en madera, corteza y
hojas. No se pueden comparar las abundancias relativas entre
tejidos, puesto que la extracción se realiza a partir de
distintas cantidades en cada caso, pero sí los agrupamientos que
genera cada variable):
a) Acido gálico. Aunque no se trata de un componente
mayoritario, marca diferencias significativas en los
distintos tejidos analizados. En los dos casos en que se ha
podido tratar la variable como continua, se han obtenido
diferencias significativas al 1 %. Sin embargo, los
agrupamientos obtenidos en los tres casos son distintos.
b) Vainillina. Presenta un comportamiento distinto en los
tres tejidos analizados. En madera no presenta diferencias
significativas, constituyendo un componente minoritario en
los extractos. En corteza presenta diferencias
significativas, aunque la concentración es muy baja (en E.
giobulus está ausente>. En hojas, E. rudis se desmarca de
los demás, con una elevada concentración de vainillina.
c) Acido elágico. Es uno de los componentes mayoritarios en
casi todas las muestras. No manifiesta diferencias
significativas en madera. Sin embargo, en corteza, se
obtiene un agrupamiento CG--R, dadas las especiales
características de la corteza del E. rudis cte Pontevedra,
que reducen la media de los contenidos de ácido elágico de
este bloque de muestras. En hojas, las concentraciones son
muy elevadas y se obtienen diferencias significativas al 5
% entre especies.
d) puercetina. La relevancia de los contenidos de quercetina
en madera es escasa. Sin embargo, se puede destacar que en
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corteza y en hojas, el agrupamiento entre especies es el
mismo: CG--R.
e) Narinc¡enina. Pese a la escasa relevancia de esta
variable, podemos comentar el hecho de que este componente
está presente en madera y corteza de E. camaldulensis y E.
globulus, pero ausente en estos tejidos de E. rudis; sin
embargo, está ausente en hojas de E. globulus y E.
camaldulensis. Un muestreo de mayor tamaño nos permitiría
profundizar en este peculiar comportamiento.
f) Existen dos elagitaninos comunes en madera, corteza y
hojas. El pico 15 de maderas, que equivale al 13 de cortezas
y al 13a de hojas, y el 19 de maderas, que equivale al 21 de
cortezas y al 20b de hojas. El primero, el más
característico de los elagitaninos en los extractos, da
lugar al mismo agrupamiento entre especies CR——G. El segundo
no muestra diferencias significativas ni en madera ni en
cortezas, y, sin embargo, su ausencia en las hojas de E.
camaldulensis determina un agrupamiento C——GR en este caso.
g) Existe un flavonol <pico 17a de maderas, que equivale a
18 de corteza y 16 de hojas) cuya presencia no parece seguir
un ordenamiento relacionado en los otros tres tejidos.
4.2. ANALISIS MULTIVARIANTES
El conjunto de análisis multivariantes realizados pretenden
dar mayor rigor y consistencia a los comentarios hechos sobre los
resultados univariantes.
Las tablas X.4.4, X.4.5, X.4.6, X.4.7 y X.4.8 reúnen los
resultados del análisis multivariantes, representando los valores
medios de las proyecciones sobre los dos primeros ejes canónicos
de los valores de la nube de puntos del conjunto de variables
estudiadas.
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Tabla X.4.4: Análisis multivariantes para el agrupamiento de ácidos y
aldehídos fenólicos
E. camaldulensis E. globulus E. rudis
Ejel Eje2
y ~ (Y
Ejel Eje2
X (Y X (Y
Ejel Eje2
X (Y X (1
MADERA —96 (65) 40 (75) 32 <135) 13 <95) —11 <139) —71 <7)
CORTEZA —25 (8) 15 <35) 51 (83) 0 (19) —13 (12) —9 <8)
HOJAS 202 <81) -110 <63) —144 <64) -63 <80) 69 (190) 251 (84)
Tabla X.4.5: Análisis multivariantes para el agrupamiento de
elagitaninos
E. camaldulensis E. globulus E. rudis
Eje 1 Eje 2
.it (Y JC (Y
Eje 1 Eje 2
U X U
Eje 1 Eje 2
X U Y U
MADERA —92 (30) —61 <78) 73 (228) 109 (144) 48 <337) —70 (171)
CORTEZA 55 <42) 11 <25) 4 (38) -13 (8) -14 <12) 8 <8)
HOJAS 75 <21) 21 (42) —8 <24) —10 <14) 17 (63) —2 <30)
Tabla X.4.6: Análisis multivariantes para los agrupamientos de
flavonoles
E. camaldu.Zensis E. globulus E. rudis
Eje 1 Eje 2
it u X U
Eje 1 Eje 2
X U X U
Eje 1 Eje 2
X U X U
MADERA 0 <0) 0 <0) 5 <82) 5 <14) —41 (3) 2 <17)
CORTEZA 7 <43) 3 <14) 12 <49) —2 (11) 0 (0) 0 <0)
HOJAS
Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4
Grupo 5
—6 <31) -10 (10)
-35 <40) 1 <10)
-34 (36) 6 <23)
-31 <28) 6 <17)
—7 (78) 15 (40)
82 <81) —2 <2)
172 (3) 0 <2)
172 (3) 1 <3)
—36 <36) -10 (9)
172 (13) 32 <85)
-35 (70) 16 <34)
—40 (23) 1 <25)
—47 (7) 4 (29)
30 <94) 8 (20)
-60 <9) 0 <15)
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Tabla )L4.7: Análisis multivariantes para el agrupamiento de
flavanonas
E. camaldulensis E. globulus E. rudis
Eje 1 Eje 2
X <1 7 (1
Eje 1 Eje 2
Y (Y X (Y
Eje 1 Eje 2
)C (Y X (J
MADERA 51 <101) 1 <10) —10 <29) 0 (1) —65 (45) 0 (8)
CORTEZA —36 (80) —1 <7) 73 <45) 0 <14) 0 (0) 0 <0)
HOJAS 0 <0) 0 <0) 293 <447) 0 <0) —325 <364) —4 (127)
Tabla X.4.8: Análisis multivariantes para el agrupamiento de terpenos
E. camaldulensis E. globulus E. rudis
Eje 1 Eje 2
Y u Y U
Eje 1 Eje 2
Y a x U
Eje 1 Eje 2
Y ~ Y U
HOJAS
Terp 1
Terp 2
Terp 3
Terp 4
41 (176) 138 <182)
—52 <8) 18 (7)
—332 <127) 131 <82)
82 (12) 24 <6>
74 <83) —58 <80)
82 <9) 2 (22)
825 <40) 14 (150)
213 <5) 0 (2)
—150 <171) —3 (49)
—49 <6) -19 (4)
—478 <107) —63 (11)
—83 (1) 25 (7)
representación gráfica de estas tablas se
siguientes.
expone en las
De estos resultados se deduce:
1. Acidos y aldehídos fenólicos <figura X.4.1). El
solapamiento de las proyecciones generadas por los contenidos de
ácidos y aldehídos fenólicos demuestra que este grupo de
variables no posibilita la discriminación entre especies en
madera y corteza. Sin embargo, en hojas, las tres poblaciones se
hallan completamente separadas, lo que determina que el contenido
de ácidos y aldehídos fenólicos podría utilizarse como factor
discriminante entre especies.
La distribución espacial relativa de los centroides de las
poblaciones de las tres especies se mantiene al comparar madera,
corteza y hojas, si bien la separación entre especies es mayor en
hojas.
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Figura X.4.l.: ~álisis multivariante del agrupamiento de ácidos
y aldehídos fenólicos. Proyecciones sobre los dos ejes canónicos
principales de los centroides de las muestras de cada especie.
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2. Elac¡itaninos (figura X.4.2>. No parece un buen grupo
discriminante, dado que en ninguno de los tejidos deja de existir
solapamiento entre, al menos, dos de las especies estudiadas.
El caso de solapamiento más acusado se da en madera, y la
mejor separación en corteza. Sin embargo, en este último caso, la
separación parece determinada por la pequeña variabilidad del E.
rudis, consecuencia de las especiales características de su
corteza.
3. Flavanonas (figura X.4.3). El agrupamiento de flavanonas
no resulta, en ningún caso, un buen ejemplo de componentes
químicos diferenciadores de especies.
4. Flavonoles. Este agrupamiento de variables recibe un
tratamiento especial. En la figura X.4.4, se han comparado las
distribuciones de las proyecciones de las muestras de las tres
especies para los agrupamientos de los flavonoles totales en
madera y corteza y para el grupo 1 de flavonoles en hojas. Se ha
elegido este grupo, el de aglicones de flavonol, por considerarlo
el más afin químicamente a los de madera y corteza. Se aprecia en
la figura que los flavonoles no proporcionan una adecuada
discriminación entre especies, existiendo, además, diferencias en
la distribución espacial relativa de los centroides de las tres
especies para corteza, madera y hojas.
Por otro lado, la figura X.4.5 ilustra como una adecuada
selección de variables mejora considerablemente la diferenciación
de especies. En esta figura se compara la distribución generada
por el grupo 1 de flavonoles de hojas, y las que se obtienen a
partir de los grupos 3 y 5. En estos casos, se observa una clara
separación del centroide de E. globulus, mientras que los de E.
camaldulensis y E. rudis están bastante próximos. Este tipo de
distribución está de acuerdo con los principios de clasificación
botánica de las tres especies, ya que E. cama.Ldulensis y E. rudis
pertenecen a la misma subespecie, dentro del género Eucaiyptus.
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Figura x.4.2: Análisis multivariante del agrupamiento de
elagitaninos. Proyecciones sobre los dos ejes canónicos
principales de los centroides de las muestras de cada especie.
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Figura X.4.3: Análisis multivariante del agrupamiento de
flavanonas. Proyecciones sobre los dos ejes canónicos principales
de los centroides de las muestras de cada especie.
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5. Componentes de los aceites esenciales. Se ha considerado
conveniente analizar los agrupamientos de los componentes de los
aceites esenciales, puesto que, conocida su utilidad, como
marcadores quimiotaxonómicos, podían servir para evaluar la
validez del método matemático que se está aplicando.
La figura X.4.6 muestra los resultados de los agrupamientos
de terpenos. Los dos primeros son dos agrupamientos basados en la
afinidad química de sus componentes. El grupo Terpenos 1 no
proporciona una adecuada separación de especies, aunque sus
centroides se encuentran relativamente distanciados. El grupo
Terpenos 2 es un ejemplo de una asociación de variables que
permite un buen marcaje taxonómico, y que apoya la validez del
método empleado.
Pero el grupo Terpenos 4 está constituido por variables
seleccionadas de acuerdo con el criterio que nos ha proporcionado
la primera fase de nuestro análisis matemático. Las elegidas son
aquellas que en el análisis univariante han generado diferencias
significativas entre las tres especies. Se observa que el
distanciamiento de los centroides de las tres especies obtenido
con Terpenos 4 es mayor que el de Terpenos 2, lo que contribuye
a pensar en la influencia de la adecuada selección de variables
en la discriminación.
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Figura X.4.6: Análisis multivariante de los agrupamientos de
terpenos 1, 2 y 4 de hojas. Proyecciones sobre los dos ejes
canónicos principales de los centroides de las muestras de cada
especie.
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4~3. CONCLUSIONES
1. Los resultados de estos análisis matemáticos constituyen
una aproximación al establecimiento de patrones de
composición química que permitan una clasificación
quimiotaxonómica de las especies en estudio. El reducido
número de árboles disponibles sólo permite esbozar caminos
y agrupamientos para una discriminación fiable y
consideramos que un mayor número de individuos mejorarla
apreciablemente la discriminación. Otro factor que
probablemente contribuiría a la mejora de los resultados
seria la cuantificación real de cada componente, lo que
implicaría la necesidad de disponer de patrones para una
calibración precisa.
2. Los análisis univariantes han permitido establecer las
abundancias relativas de cada componente en las tres
especies, así como las diferencias entre ellas y su
agrupamiento por semejanza.
3. Los análisis multivariantes, dentro de las limitaciones
establecidas en el punto 1, han contribuido a reconocer
aquellos grupos de componentes químicos que permiten una
buena discriminación de especies para cada tejido y los que,
por el contrario, no son buenos marcadores taxonómicos.
Entre los primeros, los ácidos y aldehídos fenólicos,
algunos grupos de flavonoles y alguno de terpenos en hojas.
Entre los segundos, destacan flavanonas y elagitaninos, que
no facilitan la diferenciación en madera, corteza ni en
hojas.
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XI - CONcLUSIONES
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XI - CONCLUSIONES
1. El estudio de la composición polifenólica de madera, corteza
y hojas ha requerido el desarrollo de métodos de extracción de
alto rendimiento que no alterasen la estructura de estos
compuestos, y la aplicación de técnicas analíticas cada vez más
sensibles y precisas para su valoración e identificación.
2. Las distintas partes del árbol presentan grandes diferencias
en los valores de rendimientos de extracción y de contenidos en
fenoles totales. En todas las especies, las hojas dieron los
máximos valores de estas variables. La excepción son las cortezas
de E. globulus, para las que se obtuvieron mayores valores de
rendimientos de extractos en éter que para las correspondientes
maderas y hojas.
Son destacables los amplios rangos de dispersión de los
valores de rendimientos globales y de contenidos en fenoles
totales en las cortezas de E. camaldulensis y E. rudis. En estas
últimas, la relación entre rendimiento y contenido en fenoles
totales fue diferente a la encontrada en las otras especies.
3. También se aprecian diferencias cualitativas en la composición
polifenólica de las distintas partes del árbol. El patrón de
composición más complejo corresponde a las hojas y el más simple
a la madera.
La característica principal de las maderas es su mayor
concentración y variedad de compuestos polifenólicos de bajo peso
molecular <ácidos gálico, vainíllico y elágico, aldehído
siríngico, vainillina y un derivado del ácido o del aldehído
siríngico); una amplia diversidad de elagitaninos y la ausencia
prácticamente total de flavonoides.
Las cortezas presentan contenidos variables de diversos
ácidos y aldehídos fenólicos (ácidos gálico, vainillico,
protocatéquico, siríngico y elágico y los aldehídos
326
protocatéquico y vainillina). La concentración y variedad de
elagitaninos es también elevada. En cuanto a los flavonoides, se
ha detectado la presencia de algunas flavanonas (naringina,
eriodictyol, naringenina y otras no identificadas) y algunos
flavonoles (quercitrina, quercetina, kaempferol y otro sin
identificar) y se han identificado dos flavonas, luteolina y
apigenina y un dihidroflavonol, taxifolina, aunque en un número
muy reducido de muestras.
En las hojas, los componentes más destacados son ahora los
glicósidos de flavonol, y entre ellos, el quercetin-3—
arabinósido, el quercetín-3,7-diramnósido, la quercitrina y el
kaempterol—3—arabinósido. También se han detectado aglicones de
flavonol, flavanona y flavona, con diversa distribución entre las
distintas muestras. Sin embargo, los ácidos y aldehídos fenólicos
y los elagitaninos tienen poca relevancia.
4. Existen diferencias cualitativas y cuantitativas en la
composición polifenólica entre las tres especies de Eucalyptus
estudiadas.
Con la excepción de las hojas, las muestras de E. rudis
presentan patrones de composición más sencillos que las de E.
globulus y E. camaldulensis. La característica diferenciadora es
la escasa presencia de flavonoides en las maderas y cortezas de
E. rudis.
Al comparar las muestras de E. globulus y E. camaldulensis,
se aprecian ligeras diferencias. En las maderas, en la
concentración relativa de los distintos elagitaninos y en la
presencia o ausencia de flavonoles y flavanonas en ambas
especies. En las cortezas, la diferencia se centra en la mayor
abundancia de elagitaninos en E. globulus.
La composición química de las hojas diferencia a E- globulus
de E. camaldulensis y E. rudis. El primero se caracteriza por una
menor variedad de glicósidos de flavonol <sólo se ha detectado
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quercitrina) y unos altos contenidos en elagitaninos. Por el
contrario, E. camaldulensis y E. rudis presentan diversos
glicósidos de flavonol y sus concentraciones de elagitaninos son
muy bajas.
5. No se observa relación entre las diferencias en la composición
polifenólica en las muestras y sus procedencias. E. camaldulensis
es la única especie para la que se han podido apreciar
diferencias significativas, tanto entre muestras de distinta
procedencia, como entre las de una misma procedencia. Esto nos
hace pensar que estas diferencias tienen un origen genético y no
son debidas únicamente a factores medioambientales. Un caso
aparte lo constituyen las cortezas de E. rudis. La distinta
composición de las muestras de ambas procedencias está
relacionada con unas drásticas diferencias morfológicas. Estas
pueden ser debidas a la mala aclimatación de esta especie a las
condiciones ambientales de Galicia, o a algún otro factor fuera
de nuestro control.
6. Los resultados de los análisis matemáticos realizados
constituyen una aproximación al establecimiento de perfiles de
composición química que permitan una clasificación
quimiotaxonómica de las especies en estudio. El reducido número
de muestras analizadas sólo permite esbozar caminos y
agrupamientos para una discriminación fiable. Un mayor número de
individuos y una cuantificación precisa de todos los componentes
mejorarían los resultados.
Los análisis multivariantes desarrollados han permitido
reconocer aquellos grupos de componentes químicos que posibilitan
una buena discriminación de especies para cada tejido u órgano,
y los que, por el contrario, no son buenos marcadores
taxonómicos. Entre los primeros, los ácidos y aldehídos
fenólicos, algunos grupos de flavonoles y algunos terpenos en
hojas. Entre los segundos, destacan flavanonas y elagitaninos que
no permiten una clara diferenciación en madera, corteza ni en
hojas -
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7. En el análisis de hojas, las diferencias entre muestras
individuales establecidas en base a su composición polifenólica
suelen coincidir con las observadas en el estudio de sus aceites
esenciales -
8. Las diferencias encontradas en la composición polifenólica de
las muestras de madera de las tres especies no parecen justificar
su distinta aptitud para producir pasta de papel, citada en la
bibliografía.
Por otro lado, los resultados de los análisis normalizados
de holocelulosa, ligninas y pentosanos, etc., confirman las
mejores propiedades de las maderas de E. globulus analizadas,
pero no marcan grandes diferencias entre las tres especies. Esto
hace pensar que quizás los ejemplares analizados se distancien
del comportamiento típico descrito para ellas.
9. Respecto al aprovechamiento de estos residuos forestales como
materia prima para la obtención de polifenoles de interés en la
industria farmacéutica o química, los resultados de las
valoraciones de los compuestos fenólicos han permitido establecer
que:
— Las maderas y las cortezas podrían ser utilizadas para la
extracción de ácido elágico. De entre ellas, las más adecuadas
serian las cortezas de E. globulus, no solo por sus altos
contenidos del propio ácido, sino también por sus elevadas
concentraciones de elagitaninos, que por hidrólisis pueden
liberar el ácido.
— De las hojas se pueden extraer los glicósidos
flavonoidicos. Principalmente, se puede recomendar la extracción
de quercetin—3—arabinósido y kaempferol—3-.arabinósido de hojas de
E. camaldulensis y E. rudis, quercetín—3,7—diramnósido a partir
de hojas de E. camaldulensis y de quercitrina de hojas de E.
globul us.
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APENDICE 1. NOMENCLATURA I.U.PA.C Y PROCEDENCIA COMERCIAL DE
PATRONES.
En este apartado se recoge la nomenclatura I.U.P.A.C de las
estructuras correspondientes a los compuestos químicos descritos
a lo largo del texto mediante su nombre vulgar. También se señala
la procedencia de aquellos compuestos que han sido utilizados
como patrones, indicando la Firma suministradora o, en algunos
casos, el investigador que lo ha cedido.
Nomenclatura y procedencia de compuestos polifenólicos y reactivos-
Compuesto
(nombre vulgar>
Estructura Procedencia
Ácido 4-metoxibenzoico
Ácido 3-<3,4-dihidroxifenil),
2-propenoico. <Ácido 3,4-
dihidroxicinámico)
Ácido 3-fenil, 2-propenoico
Ac. 3-(3’ ,4’-dihidroxicinamoil)
-1,4, 5-trihidroxiciclohexan-
carboxilico
Ácido 2,4-dihidroxibenzoico
Ácido 2,6-dihidroxibenzoico
Ácido 3,5-dihidroxibenzoico
Ácido 2-<2,5-dihidroxifenil)-
etanoico
2,6,2’,6’-dilactona del ácido
4 , 4 ‘ , 5 , 5 ‘ , 6 , 6 —
hexahidroxidifénico
Ácido 3,4, 5-trimetoxibenzoico
Ácido 3-fenil-2-oxo-propanoico
Ácido 3-(4-hidroxi, 3-metoxi),
2-propenoico- (Ácido 4-hidroxi,
3-metoxicinámico)
Ácido anísico
Ácido caféico
Ácido cinámico
Ácido clorogénico
Ác. 2,4-dihidroxibenzoico
Ac. 2, 6-dihidroxibenzoico
Ac. 3, 5-dihidroxibenzoico
Ácido 2,5-
dihidroxifenilacético
Acido elágico
Ácido eudésmico
Ácido fenilpirúvico
Ácido ferúlico
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Al dr i ch
Apin
*
Aldrich
3~70
Ácido
Ácido
Ácido
Ácido
Ácido
Ácido
Ácido
Ácido
Ácido
gálico
gentísico
p-cumárico
p- hid r oxibenzoico
prefénico
protocatéquico
rosolico
salicílico
sinápico
Acido siquimico
Ácido siringico
Ácido 2,4,6-
trihidroxibenzoico
Ácido vainillico
Ácido verátrico
Áfzelequina
Alcohol coniferilico
Alcohol gentisico
Alcohol salicílico
Alcohol siringico
Ald. p-hidroxibenzáico
Aldehído protocatéquico
Ácido 3,4, 5-trihidroxibenzoico
Ácido 2 • 5-dihidroxibenzoico
Ácido 3-<4-hidroxifenil)-2-
propenoico. <Ácido 4-
hidroxicinámico).
Ácido 4-hidroxibenzoico
Ácido 1-carboxi-4-hidroxi-2,5-
ciclohexadien-1- <2-oxo-
propanoico).
Ácido 3,4-dihidroxibenzoico
4— <bis— <4—hidroxifenil )—
metilen-2 , 5-ciclohexadieno
Ácido 2-hidroxibenzoico
Ácido 3-<4—hidroxi, 3,5-
dimetoxifenil), 2-propenoico.
<Ácido 4-hidroxi, 3,5-
dimetoxicinámico>.
Ácido 3,4,5-trihidroxi-l-
ciclohexen-1-carboxilico
Ácido 4-hidroxi, 3,5-
dimetoxibenzoico
Ácido 2,4,6-trihidroxibenzoico
Ac. 4-hidroxi-3-metoxibenzoico
Ácido 3,4—dimetoxibenzoico
3,5,7,4’ -tetrahidroxiflavano
3- ( 4-hidroxi-3-metoxifenil ) -2-
propen-1-ol.
2,5-dihidroxi-bencilalcohol
2-hidroxibencilalcohol
4-hidroxi-3 , 5-dimetoxibencil
alcohol
4-hidroxibenzaldehído
3 ,4-dihidroxibenzaldehído
Fluka
Aldrich
Fluka
May & Eaker
Chem
Service
Aldrich
Áldrich
*
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Aldehído siringico
Alpinetina
Ainentoflavona
Apigenina
Arbutina
Aromadendrina
Aureisidina
Biochanina A
Buteina
Catequina
Cianidina
Cianidín-3-galactósido
Cianidín- 3-rutinós ido
Cianina
cis-leucocianidina
cis-leucodelfinidina
Crisma
Orisoeriol
Daidzeina
Delfinidina
8-desmetileucaliptina
4—hidroxi-3,5—
dihidroxibenzaldehido
7-hidroxi-5-metoxiflavanona
3’ ,8’-biapigenina
5,1,4’ -trihidroxiflavona
4-hidroxifenil-¡3-D-
glucopiranásido
3,5,7,4’-tetrahidroxiflavanona
4,6,3’ ,4’—tetrahidroxi—2—
bencilidencuinaranona
(4,6,3’,4’-tetrahidroxiaurona)
5, 7-dihidroxi—4 -metoxi-
isoflavona
2’ ,3,4,4 ‘-tetrahidroxichalcona
3. 5,1,3’, 4’ —pentahidroxiflavano
(trans)
3,5,7,3’ .4’—
pentahidroxiflavilio
5,7,3’ ,4’-tetrahidroxi-3-
galactosil-flavilio
5,7,3’ ,4’-tetrahidroxi-3-
rutinosil-flavilio
7,3’ ,4’—trihidroxi—3,5—
diglucosil-flavilio
cis—3,4 5,7,3’,4’—
hexahidroxiflavano
ci s- 3,4,5,7.3’ ,4’, 5’—
heptahidroxiflavano
5. 7-dihidroxiflavona
5,7,4’ —trihidroxi—3 ‘—
metoxiflavona
7,4’ -dihidroxiisoflavona
3,5,7 .3’ .4’ ,5’
hexahidroxiflavilio
5—hidroxi—6—metil—7 ,4’
Aldrich
Sigma
Sigma
Ap in
Apin
Apin
Apin
Sigma
Roth
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8-desmetilsideroxilina
2, 6-dibromoquinona
clorimina
Didimina
2, 6-dimetoxifenol
Diosmetina
Epicatequina
Epigalocatequina
Eriocitrina
Eriodictyol
Eucaliptina
Fisetina
Flavona
Flavanona
Floretina
Floridzina
Formononetina
Galangina
Galocatequina
Genisteina
Genkwanina
Hesperetina
5,4 ‘-dihidroxi-6-metil-7-
metoxiflavona
2,6-dibromoquinona clorimina
5,4’ -dihidroxi-7-rutinosil-
flavanona (isosakuranetín-7-0-
rutinósido)
2, 6-dimetoxifenol
5,7,3’ —trihidroxi—4 ‘ —
metoxiflavona
3,5,7,3’ ,4’-pentahidroxiflavano
<cis)
3 •5•7,3•,4~,5*~
hexahidroxiflavano (cis>
5,3’ ,4’-trihidroxi-7-rutinosil—
flavanona <eriodictyol-7-0-
rutinósido)
5,7,3’ ,4’-tetrahidroxiflavanona
5-hidroxi-6 ,8-dimetil-7 ,4’-
dimetoxiflavona
3,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona
2-fenil-cromona
2-fenil-dihidrocromona
tetrahidroxidihidrochalcona
4,4’ ,6’-trihidroxi-2’ -glucosil-
dihidrochalcona <floretin-2-0-
glucósido)
7-hidroxi-4 • -metoxiisoflavona
3,5, 7-trihidroxiflavona
3,5,7,3’ .5’ .7’—
hexahidroxiflavano (trans)
574w -trihidroxiisoflavona
5.4’ -dihidroxi- 7-metoxiflavona
5,7,3’ -trihidroxi-4’
Ro th
Áldrich
Sigma
Roth
Aldrich
Sigma
Aldrich
Sigma
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Hesperidina
Hinokiflavona
Hiperósido
Hispidulina
Isoquercitrina
Isoramnetina
Isosakuranetina
Kaempferol
Kaempferol-7-
neohesperidósido
Kuromanina
Leptosidina
Leucopelargonidina
Luteolina
Luteolín-7-glucósido
Ma i s ma
Malvidina
7-metilaromadendrina
Miricetina
5.3 • -dihidroxi-4 ‘-metoxi-7-
rutinosil- flavanona
(hesperetín-7-O-rutinósido)
4’, 6’ -biapigenina
5,7,3’ ,4’—tetrahidroxi—3—
galactosil-flavona (quercetín—
3-0-galactósido)
5,7,4 ‘—trihidroxi—6—
metoxiflavona
5,7,3’ ,4’—tetrahidroxi—3—
glucosil-flavona <quercetin-3-
0-glucósido>
3,5,7,4’ —tetrahidroxi— 3’—
metoxi-flavona
5, 7-dihidroxi-4 ‘ -
metoxiflavanona
3,5,7,4’ -tetrahidroxiflavona
374w -trihidroxi-5-
neohesperidosil-flavona
5,7,3 ‘4 -tetrahidroxi-3-
glucosil-flavilio <cianidin-3-
0-glucósido)
6,3’ ,4’-trihidroxi-7-metoxi-
aurona
3,4,5,7,4’ -pentahidroxiflavano
5,7,3’. 4’ -tetrahidroxifj.avona
5,3’ ,4’—trihidroxi—7-glucosil—
flavona
5,7,3’,4’—tetrahidroxi—6-<2’’—
ramnosil-6-desoxixilohexos-4-
ulosil)-flavona
3,5,7,4’—tetrahidroxi—3’,5’-
dirnetoxi-flavilio
3,5,4’ —trihidroxi-7—
metoxiflavanona
3.5.7,3’ ,4’ .5’—
hexahídroxiflavona
Sigma
Apin
Apin
Apin
Sigma
Ro th
Apin
Roth
Roth
Sigma
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Horma
Naringenina
Naringina
Narirutina
Naturstoffreagenz A
Nepitrina
Nobiletina
Okanina
Orientina
Patuietina
Pelargonidina
Pinocembrina
8-0-prenilisoramnetina
Prunetina
Quercetagetina
Quercetina
Quercitrina
3,5,7 • 2’, 4’ -pentahidroxiflavona
5,7,4’ -trihidroxiflavanona
5,4’ -dihidroxi- 7-
neohesperidosil-flavanona
(naringenin-7-0-
neohesperidósido)
5,4’ -dihidroxi-7-rutinosil-
flavanona <naringenín-7-O-
rutinósido)
Ester 2-aminoetilico del ácido
difenilbórico
5,3’ ,4’-trihidroxi—6—metoxi--7—
glucosilfíavona
5,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona
pentahidroxichalcona
5,7,3’ ,4’—tetrahidroxi-8—O—
glucosilfíavona <luteolín-8-O-
glucósido)
3,5,7,3’ ,4’—pentahidroxi—6—
metoxiflavona
3,5,7,4’ -tetrahidroxiflavilio
5, 7-dihidroxiflavanona
3,5,7,4’ —tetrahidroxi—3’ —
metoxi-8-O-(3,3’-dimetilalil)-
flavanona
5,4’ -dihidroxi-7—
metoxiisoflavona
3,5,6,7,3’ ,4’—
hexahidroxiflavona
3,5,7,V ,4’-pentahidroxiflavona
5,7,3’ ,4—tetrahidroxi—3—
ramnosil-flavona <quercetin-3-
rarnnósido)
Sigma
Sigma
Aldrich
Sigma
Apin
Apin
Sigma
Roth
3.75
Ramne tina
Rutina
Sakuranetina
Schaf tosido
Sideroxilina
Sulfuretina
Tangeretina
Taxifolina
Tectocrisina
Umbeliferona
Vainillina
Vicenin-2
Violantina
Vitexina
3,5,3’ ,4’-tetrahidroxi-7—
metoxiflavona
5,7,3’ ,4’-tetrahidroxi—3—
rutinosil-flavona (quercetln-3-
rutinósido)
5,4’ —dihidroxi—7—
metoxiflavanona
574v -trihidroxi-6-O-glucosil-
8-0-arabinosil-flavona
5,4 ‘—dihidroxi-6,8-dimetil—7-
metoxiflavona
6,3’ , 4’ -trihidroxiaurona
5,6,7,8,4’-pentametoxiflavona
5,7,3’ ,4’-tetrahidroxiflavanona
5-hidroxi- 7-metoxiflavona
7-hidroxicumarina
4-hidroxi- 3-metoxibenzaldehido
5,7,4 ‘-trihidroxi-6 ,8-C-
diglucosil-flavona
5,7,4 -trihidroxi-6-C-glucosil-
8-0-ramnosil-flavona
5,7,4’ -trihidroxi-8-C-glucosil-
flavona
* = cedido por la Dra. carmen Gómez-Cordovés
Sigma
Apin
Sigma
Apin
Merck
Ro th
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APENDICE II- AREAS DE LOS PICOS CROMATOGRAFICOS EN LOS EXTRACTOS
DE MADERA, CORTEZA Y HOJAS DE E. CAMALDULENSIS, E. GLOBULUS Y E..
RUDIS.
Las tablas siguientes contienen los valores de las áreas de
los picos cromatográficos de cada componente en los extractos de
madera, corteza y hojas de las tres especies de Eucalyptus
analizadas. Estos valores se han corregido teniendo en cuenta los
factores de dilución aplicados en cada muestra. De esta manera,
se pueden comparar las áreas de los picos de los extractos de
todas las muestras de madera, independientemente de la especie a
que pertenezcan. Lo mismo ocurre con las cortezas y con las
hojas. Sin embargo, no es posible comparar entre sí las áreas de
los componentes de distintas partes del arbol, debido a las
pequeñas diferencias en el proceso de extracción de cada una de
ellas.
Areas de los picos cromatográficos en los extractos de madera de
E. cameldulensis
N2 Componente HECí HEO2 HEO3 HE04 HEOS FEOl PEOZ
1
1
1
1
1
1
1
1
1
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
Ac. gálico
*
*
Ac.vainill.
Vainillina
Ald.siring.
Der..siring.
Flavanona
*
*
Ác. elágico
Flavanona
*
Elagitanino
Elagitanino
Naringenina
Elagitanino
Flavanona
Elagitanino
Flavanona
148 288 154 165 207 148 175
2184 396 741 749 2116 21 40
2378 546 1011 991 2520 83 145
O 0 0 0 0 67 120
187 652 971 345 544 437 860
504 1420 2716 605 646 837 1118
328 1885 2916 892 418 1759 1684
O 0 0 0 0 1260 417
717 0 0 171 0 0 0
1536 0 791 321. 2230 0 0
870 5292 2678 1238 1048 2698 2727
O 0 0 0 0 1028 844
O 0 0 0 0 1091 1710
719 370 912 0 573 801 1084
371 1109 0 223 758 0 0
0 0 934 221 0 0 0
912 578 723 132 354 306 735
0 0 382 0 0 0 0
607 761 581 130 427 552 1175
O O 0 0 0 278 332
* = no identificado.
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Áreas de los picos cromatográficos en los
E. carnaldulensis
extractos de corteza de
N0 Componente HEOl HEC2 HEO3 HEO4 HEOS PECí PEO2
1 Ac. gálico 608 973 1041 216 774 144 80
2 Ác.protocatéqui- 3297 2766 0 2573 0 53 119
3 * 1687 819 3525 0 3209 0 0
3a Ald.protocateq. 1306 1402 777 1810 535 0 0
4 Ac.vainílíico 0 0 0 0 0 159 0
5 Ac.siringico 0 0 0 0 0 115 0
6 Vainillina 361 0 0 0 0 194 0
7 Fíavanona 758 937 1302 0 1509 0 0
8 Naringina 0 432 0 0 0 0 0
9 Ac.elágico 5402 6161 11327 4956 10196 2812 2936
10 Quercitrina 0 0 1452 0 833 0 0
11 Eriodictyol 680 878 0 0 833 626 0
12 Elagitanino 628 430 638 0 1566 0 0
13 Elagitanino 1826 1435 1312 915 1713 962 485
14 Quercetina 979 1100 656 940 927 0 0
15 Naringenina 721 565 348 0 1405 0 0
16 Flavanona 1265 417 2086 0 598 0 0
17 Luteolina 533 426 662 0 862 0 0
18 Flavonol 1291 2282 886 0 863 0 0
19 Kaempferol O 0 0 0 442 0 0
20 Flavanona 874 1045 379 0 0 0 0
21 Elagitanino 0 0 0 336 1442 0 0
22 * O O O 0 0 672 0
23 Est.ac.benzóico O 0 0 0 0 0 188
24 * 0 0 0 0 0 541 0
25 * O O 0 0 0 0 1806
26 * O o O o o o 1282
* = no identificado
3.78
Áreas de los picos cromatográficos en
E.. camaldulensís
los extractos de hojas de
w~ componente HEOl HEO2 HEC3 11E04 HEOS PEOl PEC2
1 Ác. gálico 2527 1355 2276 1824 1890 3114 1353
2 Ác. protocatéquico 720 623 957 623 697 1117 712
3 Vainillina O O 0 0 0 940 794
4 Elagitanino 1834 1769 1754 1587 3862 0 0
5 Flavonol O 0 0 0 0 2831 2578
6 Flavonol O O 0 0 0 6153 4770
7 Rutina 4005 0 0 5634 3764 3448 2442
8 Ác. elágico 13571 8719 9890 8688 9072 10989 8213
9 Quercetin-3-arabi. 12460 7780 12628 9890 0 16879 13138
10 Quercet-3,7-diram. 0 3706 2826 0 0 16477 13040
11 Quercitrina 0 7531 2661 3847 6140 1466 1284
12 Kaempferol-3-arab. 0 0 0 5381 0 15733 12348
13 * 5907 2221 3938 2874 5241 3895 3038
14 Luteolina 0 3543 0 0 0 0 0
15 * 4035 0 0 3041 2754 0 0
16 Flavonol 0 4568 4340 0 0 2105 1089
17 Kaempferol 0 1720 0 0 0 0 0
18 * 1351 4072 2987 1216 1161 0 0
19 * 1991 2126 1242 2070 0 0 0
20 Flavonol 0 4125 2479 0 0 1253 1065
21 * 3916 4305 2617 4400 2467 0 0
22 * 3410 3985 3182 4094 2638 0 0
23 * 4885 4923 3637 5180 4328 0 0
24 Seesquiterpeno <7) 10031 5167 8477 7173 11947 593 262
25 Sesquiterpeno <?) 11455 5226 8569 10918 14254 4834 3319
26 Sesquiterpeno <7) 572 194 337 424 435 1425 1476
* = no identificado
379
Áreas de los picos cromatográficos en los extractos de madera de
E. globulus
N0 Componente HEGí HEG2 HEG3 HEG4 HEOS PEGí FEG2 PEG3 PEG4 PEG5
6
6
6
6
6
6
6a
7
11
13a
13b
14
15
16
16a
16b
17a
17
19
Ac. gálico
*
*
Ac.vainill.
Vainillina
Áld.siríng.
*
Der.siring.
Ac.elágico
Elagitanino
Flavonol
Elagitanino
Elagitanino
Naringenina
Quercetina
Elagitanino
Flavonol
Elagitanino
Elagitanino
404 393 584 535 701 1233 370 309 413 318
303 0293403264 0 0 0 0 0
405 203 415 636 423 1135 953 524 135 422
O O O O 0 0 0 314 185 247
537 485 520 716 813 1527 1338 975 783 1237
1842 677 1169 2247 1049 5229 7039 2530 2260 4219
689 0 355 503 0 01644 0 0299
2488 1157 1810 3108 1610 8597 6683 4334 3208 5691
3837 3959 3748 4838 4859 8715 4733 4835 4570 6429
1359 1032 2091 1259 1795 2604 2214 1618 1234 1598
151 114 0 0 367 296 521 809 771 799
376 373 690 0 909 0 0 0 0 0
991 623 1200 1759 1812 2451 2475 1746 1191 1543
0 0 424 0 0 0 0 0 0 0
0 314 783 0 0 0 0 0 0 0
0 764 845 0 0 0 932 0 0 0
0 01506 0 0 0 0 0 0 0
463 415 648 508 579 0 0 948 683 335
556 415 619 861 786 0 949 648 1243 783
* = no identificado
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Áreas de los picos cromatográficos en los extractos de corteza de
E. giobulus
N~ Comp. HEOl HEG2 HEG3 HEG4 HEOS PEOl PEG2 PEG3 PEG4 PEGS
3
3
3
3a
4
la
9
11
12
13
14
14a
15
18
iSa
20a
21a
21
A.gál
A.pro
*
Ad..pr
A.vai
Taxif
A.elá
Eriod
Elagi
Elagi
Querc
Elagi
Narin
Flavo
Elagi
Apige
Elagi
Elagi
825 1222 1467 1000 607 819 277 306 150 259
607 805 853 408 181 0 0 0 0 0
0 461 0 307 111 0 0 0 0 0
511 337 333 238 143 0 0 0 0 0
0 302 244 0 0 0 0 0 0 0
0 799 452 835 0 387 400 651 326 532
10393 12856 7165 8772 7023 12115 7211 9673 10005 3975
618 1553 1348 3120 455 0 2050 3077 938 1799
0 1701 0 1351 1095 0 0 0 0 0
14227 11640 18982 15846 15450 1270 13209 16537 18168 12452
0 2186 1370 922 767 0 1950 2860 0 1084
1262 3743 2745 922 652 0 1255 0 0 0
0 549 0 325 271 0 202 0 0 219
0 4362 6553 4555 3941 0 2803 5115 1941 0
2805 1981 1388 428 0 0 1206 445 814 6361
O O O O 0 0 375 0 0 573
0 2106 1790 0 0 0 900 0 0 0
1058 0 959 1866 1617 0 0 2236 1378 1351
* = no identificado
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Areas de los picos cromatográficos en los extractos
E. globulus
de hojas de
N~ Comp. HEGí HEG2 HEG3 HEG4 HEGS PEGí PEG2 PEG3 PEG4 PEGS
1 A.gál 1397 1769 1863 2237 1784 925 1427 1340 0 0
3 Vaini O 0 0 0 0 1069 0 0 0 0
la * 5651 0 3500 2602 2589 696 3662 1666 4681 1242
8 A.elá 14384 13511 15326 12708 14376 10713 12339 12470 15609 14926
11 Querc 3273 9394 9796 11146 6138 4470 6287 5648 7265 4580
lía Elagi 2020 1225 2538 2149 1845 0 1925 1152 0 1504
13a Elagi 8212 9921 5227 5940 13183 2889 6317 4914 5749 8827
13b * 4071 5029 5526 4460 4115 1580 2182 3473 1810 5133
13c * 3526 1975 3796 4226 2480 2320 968 1263 2048 3065
13 * 1594 1697 3136 2620 1323 1009 1635 1413 998 1030
14 Luteo 2345 3039 3258 3439 3425 0 0 2677 0 0
15 * 6255 7655 5819 8903 0 6130 3996 3471 4763 4684
iSa Elagi O 0 0 0 4991 0 5256 0 0 0
17a D.api 0 0 6299 0 0 0 0 0 0 0
18 * 881 2481 0 2490 1848 1833 1976 2075 2660 2113
19 * 1550 2732 3281 2156 1902 1174 1202 1662 2441 2015
19a Apige 2105 1504 2927 0 0 0 1375 1016 0 0
2Gb Elagi 1627 0 0 0 2424 0 1123 0 1421 0
21 * 2541 1564 3067 2844 2127 1648 1350 968 1250 2490
22 * 1214 1160 1291 805 1427 618 0 0 0 0
22a Flava O O O 0 0 3442 3312 2559 0 0
22b D.kae 1480 871 2378 1496 1265 0 0 0 0 0
24 Sesqu 1761 0 2366 4929 2389 0 1932 1402 1809 2812
25 Sesqu 3788 3886 5632 13297 5623 3972 3565 4209 4977 3838
25a Sesqu 0 2222 3381 0 5166 0 0 0 2734 0
26 Sesqu 0 2538 2553 2662 4402 1411 1457 1112 3081 0
* = no identificado
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Áreas de los picos cromatográficos en los extractos de madera de
E. rudís
Componente HE:; HE;; HE;; HE~E HE;; PERI PER2 PER3 PER41Ac. gálico 242 310 102 258 52 181 284 556 488*
*
Ac.vainillico 197 183 160 137 102 123 158 363 529
Vainillina 827 764 687 509 280 324 598 1241 643
AId.. siringico 2963 1970 1506 923 566 443 1137 2340 936
* 605 369 211 116 104 0 0 0 0
Der. siringico 3200 2555 1767 1528 895 775 1350 3355 1320
Ac. elágico 2768 2296 2491 2327 1565 1812 6748 4165 15347
Elagitanino 524 611 587 516 273 123 287 921 0
Flavonol 524 609 592 516 271 126 288 923 1249
Elagitanino 756 0 431 0 0 0 933 0 2564
* 0 514 0 214 227 362 0 1297 0
17 Elagitanino 0 0 419 302 230 305 917 0 2585
19 Elagitanino 582 321 568 325 288 234 542 511 1511
20 Flavanona 0 629 853 597 182 0 0 763 1055
* = no identificado
Áreas de los picos cromatográficos en los extractos de corteza de
E. rudis
componente HERí_HER2_HER3_HER4_HER5_PERi_PER2_PER3PER41Ac. gálico 494 181 0 187 0 0 0 0 0Ac protocatéq. 917 1527 198 1921 53).id. pro cat. 86 37 366 7 2 1286. vai lllico 5 5 438 56 400Vainil na 372 0 4 308 1 8Ac. e ágico 6123 3153 1826 7197 126 0 0 0 0Elag tan n 867 12 5 2 1441 71i 636 1 84 93 6920 8 1 353 0 53779 742 691 716 7 8* 40 88 0 45822b Est.ac.benzóico 0 694 0 0 0 721 1138 0 1805
*
*
Est.ac.benzóico
Est.ac.cinámico 0 0 0 0 0 0 0 3419 0
26a Est.ac.cinámico O O O O O 0 0 7702 0
* = no identificado
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Areas de los picos cromatográficos en los extractos de hojas de
E. rudis
N~ componente HERí HER2 HER3 HER4 HER5 PERi PER2 FER3 PER4
1 Ac.gálico 699 314 259 1706 708 1101 746 1509 1503
2 Ácprotoca. 0 0 0 370 0 362 105 267 574
3 Vainillina 736 734 527 1189 962 722 689 1120 1491
7 Rutina 0 1145 859 4851 2094 2530 1063 2152 2497
8 Ac.elágico 15699 9024 8329 11910 15568 15953 16801 11423 12260
9 Quer—3—arab 8487 3384 0 12832 8526 7466 7753 9683 9412
10 Q—3,7—diram 2774 798 1401 0 0 2965 3085 4173 4767
11 Quercitrina 3086 0 0 5094 0 3121 2727 2931 3582
12 Kaem-3-arab 9705 2124 0 21242 14631 9166 4262 6898 5338
13a Elagitanino 2098 1139 1956 2125 2819 1161 1647 0 0
13b * 0 1399 4989 0 3317 1985 1549 2598 2781
13c * 0 0 0 3144 0 2757 6290 3557¡ 5198
13d Quercetina 5841 2735 4221 4655 4512 0 0 0 0
13 * O 0 0 0 0 2190 0 3571 2511
14a Naringenina 3581 1934 1475 0 0 0 2322 0 0
14b Flavanona 4347 2527 2752 0 0 0 0 0 0
16 Flavonol 4191 2641 2688 9774 4537 5100 6655 8670 5756
iba Flavanona 0 1186 0 0 0 0 1047 0. 0
lib Flavonol 0 0 3725 3201 4178 1703 0 2790 0
18 * 1051 892 0 2984 0 3846 0 4652 3241
19 * 2519 2415 0 2420 1826 0 0 2012 2208
20a * 3815 2308 2616 1362 2259 0 0 0, 0
20b Elagitanino 2489 1564 2866 2112 2906 0 0 0 0
21 * 1723 1521 1309 0 2087 5595 6982 9216 7873
22 * 0 1485 1413 0 0 5061 1508 5683 5216
22a Flavanona 0 1524 0 0 0 0 2620 0 0
22b Der.kaempf. 1852 1573 7055 0 3548 0 2112 0 0
23 * 1002 1110 1894 1553 2339 2396 866 2365 1973
24 Sesquiter.? 4741 2745 7108 7224 9283 1302 0 2155 1195
25 Sesquiter.? 8345 8574 13258 11613 15564 1436 1079 2021 2020
25a Sesquiter.? 4361 2891 0 1026 0 435 4516 O O
26 Sesquiter.? 2532 2295 0 0 0 2192 0 0 0
* = no identificado
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